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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Martin Valat
Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skéalova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Metabolismus monepantelu u paraziti a jejich hostitelt

Monepantel (MOP) patiti do nové skupiny anthelmintickych 1é¢iv - amino-
acetonitrilovych derivatii. Od bézn¢€ pouzivanych Sirokospektrych l1é¢iv (makrocyklické
laktony, benzimidazoly a imidazothiazoly) se li§i chemickou strukturou a mechanismem
ucinku. Z davodu velmi castého pouzivani [éCiv ztéchto skupin se u mnoha
patogennich parazitl vyvinula rezistence. MOP je G¢inny i proti parazitim rezistentnim
na vySe zminéné skupiny. Cilem této studie byla identifikace a porovnani metabolitl
prvni a druhé faze biotransformace MOP u parazitd (Haemonchus contortus - citlivy
kmen ISE a multirezistentni kmen WR) aujejich hostiteld - ovci (Ovis aries)
prostfednictvim in vivo a ex vivo studie. Pro identifikaci metabolitii byla pouzita ultra-
vysokoucinna kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(UHPLC/MS). U ovce v in vivo studii bylo detekovano 13 metaboliti MOP prvni
a druhé faze biotransformace, 7 z nich nebylo dosud popsano. U parazita v ex vivo studii
byly stanoveny pouze 4 metabolity prvni faze biotransformace. Byly zjistény tyto
biotransformacni reakce MOP: S-oxidace, hydroxylace, hydrolyza nitrilové skupiny
na amidovou skupinu, glukuronidace a konjugace s glutathionem, ktery byl nasledné
pfeménén na konjugat s acetylcysteinem. Na zaklad¢ stanovenych metabolitd bylo

navrzeno schéma metabolické drahy MOP u parazita a jeho hostitele.
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Monepantel (MOP) belongs to a new class of anthelmintic drugs - amino-acetonitrile
derivatives. They differ from the commonly used broad-spectrum drugs (makrocyclic
lactones, benzimidazoles and imidazothiazoles) in chemical structure and mechanism
of action. Because of frequent use of these classes the resistance in many pathogenic
parasites was developed. The aim of this study was identification and comparison
of phase | and Il metabolites of MOP biotransformation in parasites (Haemonchus
contortus — sensitive strain ISE and multi-resistant strain WR) and in their hosts - sheep
(Ovis aries) through in vivo and ex vivo study. Ultra-high performance liquid
chromatography with tandem mass spectrometry technique (UHPLC-MS/MS) was used
for identification of MOP metabolites. In sheep, 13 metabolites of phase |l and Il
biotransformation of MOP were detected in in vivo study, 7 of them have not been
described previously. In parazites ex vivo, only 4 metabolites of phase I MOP
biotransformation were found. Following biotransformation reactions of MOP were
detected: S-oxidation, hydroxylation, hydrolysis of nitril to amide, glucuronidation
and conjugation with glutathione which was subsequently transformed to conjugate
with acetylcysteine. Based on the obtained results, scheme of metabolism

of the metabolic pathways of MOP in parasites and in their hosts have been proposed.
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1 UvoD

Infekéni onemocnéni zptsobené helminty je vyznamnym problémem nejen veterinarni,
ale i humanni mediciny. Pro 1é¢bu helmintdz se zpravidla pouzivaji Sirokospektra
anthelmintika ze skupin benzimidazold, makrocyklickych laktonii a imidazothiazoli.
Na tyto pfipravky se stale cCastéji objevuji pripady rezistence a vznikaji nové
multirezistentni kmeny helmintd (Taylor et al. 2002).

Moznosti, jak pfedejit epidemii helmintdz rezistentnich na farmakoterapii, miZze
byt napiiklad objev novych sloucenin s anthelmintickou aktivitou a rozdilnou
chemickou strukturou nez ptedchozi skupiny. Ovsem tyto latky musi vykazovat nizkou
toxicitu a dobrou sndsenlivost.

Jednim z pomérné nedavno objevenych anthelmintik je monepantel (MOP),
ktery spadd do skupiny amino-acetonitrilovych derivati (AAD). Jeho zcela odlisna
struktura a mechanismus ucinku v porovnani s ostatnimi Sirokospektrymi anthelmintiky
zajistily vysokou ucinnost 1 proti kmenim rezistentnim na benzimidazoly,
imidazothiazoly, makrocyklické¢ laktony a kombinaci derquantelu a abamektinu
(Bustamante et al. 2009, Hosking et al. 2010, Kaminsky et al. 2009, Kaminsky et al.
2011, Sager et al. 2009).

Znalost metabolickych drah 1é¢iva je nezbytnd pro bezpecnou a ucinnou terapii
amuze dale pomoci ur€it i potencidlni riziko Iékovych interakci. Zjisténi
biotransformacnich pfemén, kterymi dochazi k deaktivaci 1é¢iv u parazita, je moznosti,

jak odhalit probihajici proces vzniku rezistence.



TEORETICKA CAST

2 HAEMONCHUS CONTORTUS

Haemonchus contortus (H. contortus), v Ceské republice znamy i pod ndzvem vlasovka
slezova, je puvodcem ¢astého onemocnéni prezvykavct zvaného haemonchédza. Mezi
nejbéznéjsi hostitele patii hovézi dobytek, ovce, kozy a dal§i volné¢ se pasouci
piezvykavci. Tato patogenni nematoda parazituji ve slezu hostitelti, kde narusSuji jeho

sténu za ucelem pristupu ke krvi, kterou se zivi (JuraSek a Dubinsky 1993).

2.1 Morfologie

Nematoda H. contortus maji nitkovity tvar téla hnédocervené barvy, pficemz samci
dosahuji délky 10 — 20 mm a samice 18 — 30 mm. Povrch téla je pokryt kutikulou, ktera
je tvotena z hloubé&ji uloZzené hypodermy. Pod hypodermou jsou uloZené svalové buiiky,
které¢ jsou uspoiradané do past odd€lenych hypodermdlnimi liStami a ohranicuji
primarni té€lni dutinu. T€lni dutina je vyplnéna tekutinou, jejiz vysoky tlak napomaha
K zajisténi turgoru télni stény, ¢imz udrzuje i tvar t€la. Pomoci kontrakce dorzalnich
a ventralnich svalli je umoZnén pohyb parazita. Ostatni nitkovité organy jsou ulozené
Vv télni dutiné. Kutikula je rozdélena prstencovitymi zafezy ptfipominajici clankovani.
Kutikula vytvaii rudimentalni Gstni kapsulu a kyjovity zub, pomoci kterého ziskava;ji
potravu. Na pfednim a zadnim konci téla jsou umistény papily, které maji podptirnou
a senzorickou funkci. RozSifend ¢ast kutikuly podél téla se oznacuje jako kiidla
(Jurasek a Dubinsky 1993, Sedlak 2005).

Nervova soustava se sklada z gangliovych bunék, které vytvafeji nervovy
prstenec kolem jicnu, ze kterého vybihaji nervové provazce. Jsou navzajem propojené
a umisténé prevazné v hypodermalnich listach. Plazmatické vybézky podélné svaloviny
jsou pfimo napojené na dva hlavni provazce ulozené v hibetni a bfisni listé, které
zajistuji inervaci svaloviny. Ritni otvor a pohlavni organy inervuji ganglia uloZena
na zadi. Vackovité chemoreceptory uloZené v ptedni (amfidy) a v zadni (fazmidy) casti

téla slouzi spolecné s mechanoreceptory (papily) jako smyslové organy (Sedlak 2005).



Tréavici soustava je Uplné a trubicovitd. Maji ustni kapsulu s jednim kyjovitym
zubem, ktery slouzi k ziskavani potravy. Jicen je svalnaty, savy, cylindricky,
bez zuzeni, se Zlaznatou zadni Casti. Dale piechazi ve stievo, které je zakonceno
analnim otvorem. U samcli vyustuje spolecné s pohlavnimi organy do kloaky
(Gunn a Pitt 2012, Jurasek a Dubinsky 1993, Sedlak 2005).

Vylucovaci soustava se skladd z protonefrididlnich chodeb uloZenych
Vv postrannich hypodermalnich listach. V ptfedni Casti se tyto chodby spojuji a vytstuji
spoleénym exkrecnim otvorem v oblasti jicnu. K vylu¢ovani odpadnich latek mohou
slouzit 1 velké parovité Zlaznaté buiky, které vytvareji kozni zlazy a vyuastuji také
Vv pfedni ¢asti téla (Sedlak 2005).

Pohlavni organy samcii (obrazek 1) jsou tvofeny semenikem, ktery ptrechazi do
semenovodu vyustujictho do semenného vacku, ktery je vyveden spolecné se stievem
do kloaky. V okoli kloaky je umisténa kopulacni bursa skladajici se ze dvou dlouhych
lateralnich laloki a malého asymetrického dorzédlniho laloku, které jsou vyztuzeny
zebry. Ventralni Zebra vystupujici ze spolecného stvolu se na konci rozvétvuji a sméiuji
dopiedu. Lateralni zebra také vystupuji ze spole¢ného stvolu, ale jako prvni se oddé€luje
zebro posterolateralni a sméfuje dozadu stejné jako mediolateralni zebro, které
se oddé€luje dale. Pomocné pohlavni organy poméhajici k pfichyceni tél samce a samice,
spikuly, jsou kratké, masivni a miiZzou byt v distalnich ¢astech aZ nitkovité. Jejich délka
se pohybuje v rozpéti 0,460 — 0,506 mm (Gunn a Pitt 2012, Jurasek a Dubinsky 1993).

Pohlavni organy samic (obrazek 1) se skladaji z vajecnikd, vejcovodi
a trubicovité délohy. Vytvareji kratkou vaginu, kterd na povrch téla vyustuje vulvou
v zadni &asti téla. Casto byva chranéna kutikuldrni chlopni. Ve vaje¢nicich probiha
tvorba stovek oocytii denné€, které prostfednictvim vejcovodu prechazeji do d€lohy,
kde dochazi k oplodnéni spermiemi a vytvofeni oball. Vajicka maji rozmér mezi

70 - 85 x 41 - 48 um (Gunn a Pitt 2012, Jurasek a Dubinsky 1993).
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Obrazek 1 Porovnani samciho (a) a samiciho (b) téla
S detailnim  zabérem jejich  pohlavnich  orgdni
(http://www.sheepmagazine.com/27-5/john_kirchhoff/;
http://www.nehu.ac.in/BIC_backup09032009/HelMinth

_Parasite_ NE/Haemonchus%?20contortus.htm)

2.2 Vyvojovy cyklus

Jelikoz H. contortus patfi mezi parazity s piimym Zivotnim cyklem, nepotiebuje
pro dokonceni svého vyvoje zadného mezihostitele. Larvalni stadium mizeme
rozliSovat na pét stadii (L; — Ls), pfi kterych dochazi k vyvinu z niz§iho stadia na vyssi
prostiednictvim svlékani. Vyvoj larev od L; do Lz probihd ve vnéjSim prostiedi
(geohelmint), kde nasledné¢ dochazi k ndkaze hostitele. L; a L, se zivi bakteriemi,

zatimco L3 Zije zvytvofenych zdsob, protoZze neni schopno pfijimat potravu
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kvuli pfitomnosti kutikuly z L,, kterd ma ochrannou funkci. Diky této kutikule
je schopné Lzodolat i velmi nepfiznivym podminkam na rozdil od neinfekénich larev
(L1 a Lp), které snadno umiraji v suchém prostifedi a pii nahlych vykyvech tepla.
V zaschnutém stavu dokazi prezit az rok a ve vlhkém stavu jsou schopny snést teplotu
az 50 °C (Jurasek a Dubinsky 1993, Volf a Hordk 2007).

Larvy L; se za ptiznivych vnéjSich podminek lihnou z vaji¢ek za 14 — 17 hod.
V pribéhu vyvinu infek¢éniho larvalniho stadia Lz dojde dvakrat ke svléknuti. Tento
proces trva za optimalnich podminek 3 — 4 dny. Pfi nizSich teplotach se tento d¢j muize
prodlouzit az na tydny i mésice. Larva L3z se do téla hostitele dostane peroralni cestou
prostiednictvim potravy. Infekéni stadium intenzivné migruje na vlhkou trdvu, a proto
k ndkaze hostitele nejcastéji dochazi pfi paseni za rosy a po desti. Larva v hostiteli
podléha tfetimu a ¢tvrtému svlékani, pii kterém dochézi k tésnému pftilehnuti na Zlazy
slezu. Pfi poslednim svlékani se vyviji zub, ktery slouzi k ziskavani krve z cév slezu.
Pohlavné zralé nematody jsou schopny samovolného pohybu po sliznici a ptichycuji
se pouze pfii ziskavani krve. Obdobi od nékazy hostitele po produkci vaji¢ek parazitem
se nazyva prepatentni perioda a lisi se podle druhu hostitele. Napftiklad u ovci je dlouha
2 - 3tydny a u hovéziho dobytka 4 tydny (JuraSek a Dubinsky 1993, Volf a Horak
2007).

2.3 Patogeneze, klinické projevy a diagnostika

Dospélci Haemonchus contortus narusuji sliznicni stény slezu, kvili ziskani krve,
kterou se nematoda zivi. Patogennimi nejsou pouze dospéli jedinci, ale uz i larvy La.
Odhaduje se, ze jeden jedinec za den zpusobi ztratu 0,05 ml krve. Silnéj$i nakaza muze
u hostitele vyvolat vznik anémie, abomasitidy a atroficko-degenerativni zmény slezu.
Sekundarné se mize objevit porucha kostni diené, parenchymatdznich organt a Zlaz
s vnitini sekreci. Velmi silny prubéh infekce mlze vyvolat 1 uhyn zvifete, a to hlavné
mlad’at. Chronickd haemonchéza se nejCastéji projevuje vyraznou ztratou hmotnosti
a zménami v poctu erytrocytl (Jurasek a Dubinsky 1993).

Z klinickych projevi se Casto objevuje nechutenstvi, priijem nebo zacpa, anémie
a celkova slabost organismu. Za 6 — 12 dni od infekce se muze objevit krev v trusu.

Dale se miize objevit horeCka doprovazena otoky (JuraSek a Dubinsky 1993).
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Flotacnimi koncentracnimi metodami fekalii miizeme urcit jen vseobecnou
diagnozu piitomnosti parazita z fadu Strongylyda. K ur¢eni rodu je nezbytné zalozit
koprokulturu a konkrétni typ infekéni larvy L3 se stanovi pomoci rtizného chvostového
zakonceni u jednotlivych rodt (Jurasek a Dubinsky 1993). Nékdy tato diagnostika mtize
vykazovat faleSn¢ negativni vysledky, a to v pfipad¢ akutni infekce, kdy se miize
objevit anémie, ptipadné tthyn hostitele, jesté pred tim, nez parazit dosahne dospélosti
a zacne produkovat vajicka (Kaufmann 1996).

Jednotlivé druhy rodu Haemonchus spp. maji ur¢ité morfologické odlisnosti,
kterymi je lze od sebe rozeznat. Jednim z charakteristickych znakl je rozdilny tvar
pohlavnich organi. Pro identifikaci se vice hodi sam¢i pohlavni organy, jelikoZ u nich
neni tak Casty vyskyt anomalii jako u samicich (Gibbons 1979). Konkrétnim ptikladem
muze byt rizna délka spikuli u jednotlivych druhd, které se li§i v zavislosti na misté
puvodu parazita (Talamini do Amarante 2011). Dal$im rozdilnym znakem je napiiklad

velikost a tvar infekéniho Ls (Roberts et al. 1954).
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3 TERAPIE HELMINTOZ

Helminté6zy jsou infekéni onemocnéni, jejichz plivodcem jsou Cervi nebo jejich infekéni
larvalni stadia. Mezi Cervem a hostitelem je paraziticky vztah. Helmint6za muze
postihnout vSechny obratlovce, u nichZ se miZe toto onemocnéni projevit piimou
I nepiimou ztratou v chovatelské, produkéni a reprodukéni uzitkovosti. Anthelmintika
jsou vétsinou syntetického nebo biosyntetického plivodu. Mezi nejcastéjsi tiidy
puvodcti helmintéz patii hlistice (Nematoda), motolice (Trematoda) a tasemnice
(Cestoda). Podle ucinnosti proti jednotlivym tfidam paraziti se anthelmintika déli

na antinematoda, antitrematoda a anticestoda (Lamka a Duchacek 2006).

3.1 Farmakoterapie a farmakoprofylaxe

Pro spravnou terapii helmintéz je dtlezit¢ kombinovat zoohygienickd opatieni
S vyuzivanim patfiéného 1éCiva s anthelmintickym uc¢inkem (Lamka a Duchéacek 2006).
Dnes se zpravidla pouzivaji ptfipravky s Sirokym spektrem ucinku na vice skupin
helmintt (Jurasek a Dubinsky 1993).

Nematodoézy postihuji témér vSechny druhy hospodarskych i zdjmove
chovanych zvifat a jsou z hlediska druhové-parazitologického nejrozsitené;si skupinou
helmint6z. Nékterd antinematoda vykazuji i G¢innost proti trematoddm a cestodam.
Nejb¢znéjsi predstavitelé antinematod spadaji do skupin makrocyklickych lakton,
benzimidazoll a imidazothiazolli (Lamka a Duchafek 2006). Pomérné¢ nedavno
se na trhu objevila i nova IéCiva, jako jsou emodepsid, derquantel a monepantel
(Epe a Kaminsky 2013).

3.1.1 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony jsou latky vykazujici velmi dobrou ucinnost proti Sirokému
spektru nematod, a to jiz pfi nizkych davkach. Pivodni piedstava o mechanismu jejich
ucinku  byla spojovana S ovlivnénim nervového pienosu  zprostitedkovaného
y-aminomaselnou kyselinou (GABA), ale nov¢jsi studie potvrdily, ze dochazi
K ovlivnéni glutamatem ftizenych chloridovych kanali. Makrocyklické laktony se vazi

na glutamatové receptory, ¢imz dojde k otevieni chloridovych kandli a nasledné
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hyperpolarizaci membrany neuront. To mé& za nasledek paralyzu a naslednou smrt
danych paraziti. Nevyhodou této skupiny je neucinnost proti cestodam a trematodam
(Lynn 2009).

Jednim  znejvyznamngjSich 1é¢iv  veterindrni mediciny ze skupiny
makrocyklickych laktond je ivermektin. Jeho ucinek je zaméfen proti vyvojovym
i dospélym stadiim hlistic a ¢lenovcl. Ma pomérné Siroké spektrum indikac¢niho
uplatnéni. Aplikuje se jak formou injek¢ni, tak i1 enterdlni a jednotliva terapeuticka

davka se pohybuje mezi 0,2 — 0,3 mg/kg hmotnosti zvifete (Lamka a Duchacek 2006).

3.1.2 Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou nejrozsahlejsi skupinou anthelmintik odvozenou od jediné
chemické struktury. Jsou povazovany za anthelmintika s velmi Sirokym spektrem
ucinku. Obecné je jejich ufinek zaméfen na 1éCbu onemocnéni zpiasobenych
nematodami, trematodami a cestodami. Vyjimecné vykazuji i antimykotickou aktivitu
anedavné studie potvrdily i moznost vyuziti pii terapii giardidzy (protozoodza)
(Duchécek a Lamka 2006).

Mechanismus uc¢inku spociva ve vazbé na molekuly tubulinu, ¢imZ inhibuji
tvorbu mikrotubuli a tim naruSuji bunééné déleni a transport nékterych
molekul (napt. glukoézy). Benzimidazoly maji mnohem vétsi miru afinity k tubulinu
nematod nez k savéimu tubulinu, a proto vykazuji vyraznou selektivitu proti parazitm.
Benzimidazoly  dale  inhibuji =~ fumaratreduktaizu, coz vede  k naruseni
mitochondrialnich funkci, které zptisobi odumieni parazita v disledku energetického
vycCerpani (Lynn 2009).

Anthelmintickd ucinnost spocivd na dobé pretrvavani terapeutickych hladin
1é¢iva v télnich tekutinach a tkanich. U monogastrickych zvitat (napft. pes, kocka, prase)
je vétsinou nezbytné opakované podavani 1éCiva, zatimco u polygastrickych zvitat
(napt. skot, ovce, koza) je mozné podavat benzimidazoly jen v jedné davce. ZvySeni
absorpce lze dosahnout aplikaci 1éCiva spole¢né s potravou. Kromé vlastnich
benzimidazolovych 1é€iv jsou vyuZivana i jejich proléCiva (febantel). Proléciva jako
takova nevykazuji anthelmintickou aktivitu, ale v téle hostitele se pomoci metabolismu

stavaji biologicky aktivnimi (Duchacek a Lamka 2006).
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Mezi nejvyznamnéj$i benzimidazoly patii napiiklad albendazol, mebendazol,
flubendazol. Albendazol ma Siroké spektrum anthelmintické aktivity a vykazuje
vysokou miru bezpecnosti. Pouziva se proti gastrointestindlnim a plicnim nematodam
véetné odolnych larvéalnich stadii, dale proti cestoddm a proti plicnim a jaternim

trematodam (Lynn 2009).

3.1.3 Imidazothiazoly

Imidazothiazoly jsou agonisté nikotinu, ¢imz zptisobuji naruseni neuromuskularniho
syst¢tmu. Tim dojde ke kontrakci svalstva a nasledn¢ k celkové paralyze parazita.
Nikotin-acetylcholinové receptory bezobratlych paraziti hraji zasadni roli
pii neuromuskulérnich d¢jich, ale v porovnani se savcimi se 1isi jak ve fyziologii, tak
i v distribuci. Imidazothiazoly také ovliviuji fumaratreduktazu, ktera hraje klicovou roli
pii mitochondrialnim energetickém metabolismu (Lynn 2009).

Vyznamnym predstavitelem skupiny imidazothiazolt je levamizol, ktery naSel
vyznamné uplatnéni ve veterinarni mediciné. Muze byt aplikovan ordlnim nebo
subkutdnnim zpiisobem a je vyuzivan pfii infekcich zplsobenych gastrointestindlnimi

nebo plicnimi nematodami (Lynn 2009).

3.1.4 Amino-acetonitrilové derivdty

Amino-acetonitrilové  derivaty (AAD) jsou novou skupinou Sirokospektrych
anthelmintik, které byly objeveny v roce 2008 spole¢nosti Novartis Animal Health.
N-acyl amino-acetonitrilové derivaty byly znamy uz dfive, ovSem v literatuie byly
oznacovany jako latky fungicidni, antibakterialni a insekticidni, ale ne jako potencialni
anthelmintika (Ducray et al. 2008).

AAD jsou nizkomolekularni latky ptipravené alkylaci fenolu s chloracetonem,
nasledovanou Streckerovou syntézou a alkylaci aminu saroyl chloridem
(Ducray et al. 2008, Kaminsky et al. 2008a). Z siroké nabidky AAD byl vybran jako
kandiddt na nové anthelmintikum monepantel (MOP), ktery prokazal dostateCnou
ucinnost a snasenlivost u ovci a hovéziho dobytka. Pii testovani provadéného
na hlodavcich se ukazalo, Ze davka 0,32 mg racematu/kg byla G¢innd proti H. contortus

a Trichostrongylus colubriformis (Kaminsky et al. 2008b). Oba enantiomery této latky
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byly izolovany a byla zjistovana jejich ucinnost. Pfi davce 1 mg/kg racemickd smés
vykazovala G¢innost 84 — 100 % (S-enantiomer 99 - 100 %, R-enantiomer nevykazoval
Zadnou anthelmintickou G¢innost) (Kaminsky a Rufener 2012).

Doporucena davka ucinnd proti vSem hlavnim gastrointestinalnim nematodam,
véetné rezistentnich na benzimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklické laktony
a kombinaci derquantelu a abamektinu, je 2,5 mg MOP/kg (Bustamante et al. 2009,
Hosking et al. 2010, Kaminsky et al. 2009, Kaminsky et al. 2011, Sager et al. 2009).

MOP zptisobuje hyperkontrakei svalstva télni stény (spastickd kontrakce predni
casti hltanu) vedouci k paralyze a nésledné smrti. Tento ucCinek je zplsoben
prostfednictvim  specifického  nikotin-acetylcholinového receptoru  (Kaminsky
et al. 2008a). Navazani MOP na tento receptor zapfiCini otevieni iontovych kanala,
které nejsou schopny opétovného uzavreni, a tim dojde k depolarizaci svalovych bunék,
coz vede k paralyze (Epe a Kaminsky 2013).

MOP vykazuje vysokou miru bezpecnosti, a t0 z toho diivodu, Ze uUcinkuje
prostiednictvim receptoru specifického pro nematoda. Bezpecnostni studie prokazaly,
7ze podani pétindsobné vys§i maximalni doporucené davky kazdé tii tydny po dobu
8 opakovani vykazovalo dobrou snaSenlivost (Hosking 2010). Toxicka davka byla
u hlodavci stanovena na vice nez 2 000 mg/kg (Kaminsky a Rufener 2012).

Vlednu 2009 byl MOP na Novém Zélandu schvalen jako peroralni
anthelmintikum u ovci. Déle zacal byt pouzivan i v zemich, jako jsou napiiklad Francie,
Velka Britanie, Australie, Némecko, §Vycarsk0 a dalsi. Prodava se pod komer¢nim

nazvem Zolvix” (Kaminsky a Rufener 2012).

3.2 Jiné mozZnosti lécby

Z divodu rozSifujici se rezistence na vSechny druhy pouzivanych anthelmintik,
jiz nestaci pouziti farmakoterapie k potlaceni onemocnéni zpusobenych nematodami.
Je zapotiebi vyvijet a aplikovat 1 dal$i alternativni nebo podplrné metody, kterymi
se zajisti udrzeni helmintéz pod kontrolou. Do téchto metod miizeme naptiklad
zahrnout fizeni pastvy, biologickou kontrolu, obohaceni stravy a vakcinaci
(Stear et al. 2007).
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3.2.1 Rizeni pastvy

SniZenim poctu chovanych zvifat na ur€ité izemi muze pfispét k nizSimu poctu infekei.
Mensi pocet infikovanych jedincti vede k mensi kontaminaci pastvy a ostatni zvifata
se snaze vyhnou paseni se v okoli trusu svajicky a nasledné s infek¢nimi stadii
(Stromberg 1997).

Dalsi moznost, jak omezit intenzitu infekce nematodami, spociva ve zmén¢ mist
pastvy. Pastvina by méla byt rozdélena do n€kolika sekci, na kterych by dochazelo
k cyklovani pasoucich se zvitat. Dulezité je dodrzet dostateéné dlouhou dobu jednoho
cyklu tak, aby za dobu nepfitomnosti pasoucich se zvifat doslo k odumfeni infekénich
stadii nematod (Stear et al. 2007). Tato doba se lisi v zavislosti na druhu infek¢énich
stadii a klimatickych podminkach (Callinan et al. 1982).

Jako vhodné se ukézalo i stiidani druhu zvitat pasoucich se na urcitém tzemi,
jelikoz tada patogenti neni schopna infikovat rizné zivocisné druhy. Vyjimkami jsou
blizce ptibuzné druhy, jako jsou napiiklad ovce a kozy (Stear et al. 2007).

Stiidani mladych a starych jedincii na pastvé se ukazalo byt také vyhodné,
protoze starsi jedinci jsou zpravidla odolnéjsi vici infekci a objevuje se u nich nizsi
pocet vajicek v trusu. Navic produkuji veétsi mnozstvi exkrementli, ¢imz dochazi

ke snizeni koncentrace vajicek v trusu (Stromberg 1997).

3.2.2 Biologicka kontrola

Tato metoda spoc¢iva v redukci intenzity infekce nematodami pomoci jejich piirozenych
predatort. Jednim z nich je napiiklad houba Duddingtonia flagrans, ktera je schopna
redukovat pocet infekénich larev na pastvé a snizit intenzitu a vaznost infekce
(Waller et al. 2004). Pro dosazeni optimalniho u¢inku by tato houba méla byt obsazena
Vv kazdodenni stravé (Waller a Thamsborg 2005).

Zahrnuti nékterych rostlin (Cichorium intibus, Lotus corniculatus) do stravy
Se U paraziti ovci projevilo nizsi produkei vajicek (Waller a Thamsborg 2005). Tohoto
efektu je pravdépodobné docileno tim, ze doslo ke zvySeni proteinové slozky ve strave,
coz vedlo k podpofe imunitniho systému hostitele, ke snizeni poskozovani tkani diky
lepsimu hojeni, ke snizeni vyvoje nebo piezivani volné Zijicich stadii parazita,

ke snizeni schopnosti larev infikovat hostitele nebo k pifimé toxicité vi¢i nematodam.
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Tato metoda je pomérné atraktivni, ale nevyhodou je, ze neni dosahovano stejnych

vysledkt ani v piipadé stejnych parazita a hostitela (Marley et al. 2003).

3.2.3. Obohaceni stravy

Pti vSech infekénich onemocnénich, vcéetné téch parazitickych, hraje zasadni roli
imunitni systém. Ten je potfeba podpofit spravnym sloZenim stravy, kde by mél byt
obsazen dostate¢né velky podil bilkovin a mineralnich prvkl jako jsou Zelezo, zinek,
méd’ a molybden. Dostatecna suplementace stravy témito slozkami méa vyznamny vliv
na odolnost organismu vici infekcim zptisobenym nematodami (Coop a Kyriazakis
2001, Koski a Scott 2003, Stear et al. 2003).

Doplnéni stravy o proteiny je pomérn¢ drahéd zalezitost. NaStésti u pfezvykavci
se muze nahradit podavanim levnéj$i mocoviny, kterd je pravdépodobné diky bakteriim
V bachoru pfeméiiovana na aminokyseliny a ty jsou néasledné vsttebavany a vyuzivany

k syntéze té€lu vlastnich bilkovin (Stear et al. 2007).

3.2.4 Vakcinace

Je znamo uz fadu let, Ze pfi opakovaném vyskytu napiiklad H. contortus muze
u nékterych jedinct dojit ke vzniku rezistence na tohoto parazita. Hypersenzitivni ovce,
ktera jiz prodélala infekci timto parazitem, je schopna se pti dalsi infekci sama vylécit
bez jakéhokoli vnéjSiho zasahu. Tento d&j je spojen se zvySenim mnozstvi protilatek
vV krevnim ob&hu (Stewart 1953), které¢ jsou schopny rozpoznat pritomnost pozdniho
larvalniho stadia a dospélych jedinct (Balic et al. 2002, Miller 1978). Imunitni odpoveéd’
je multifaktoridlni a doprovazi ji zvySena produkce protilatek v misté usidleni parazitii
(Miller 1978). Zjisténi téchto okolnosti vedlo k identifikaci, ¢isténi a testovani
kandidatd na vytvoreni riznych vakcin (Emery a Wagland 1991).

Vyvoj vakcin bychom mohli rozdélit do tii kategorii v zavislosti na jejich
strategii. Jsou to vakciny s oslabenymi patogeny, vakciny zalozené na pfirozené imunité
a metoda hledani skrytého antigenu (Stear et al. 2007).

Jediné komercné dostupné vakciny obsahujici oslabené jedince jsou u€¢inné proti
nékterym parazitim zfadu Strongylida parazitujicich u ovci a hovéziho dobytka

(Bain 1999, Newton a Munn 1999). Tyto vakciny obsahuji oslabené larvy parazitd,
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které ovSem nezpusobuji vznik rezistence u mladych jehnat (Mulligan et al. 1961),
jelikoz imunitni systém ovci se vyviji az do stafi dvanacti mésicti (Hein a Mackay 1991,
Watson a Gill 1991) a pro zisk rezistence naptiklad proti H. contortus musi byt dany
jedinec stary aspon Sest mésict (Manton et al. 1962).

Vyvoj vakcin zaloZenych na pfirozené imunité vychazi ze studia parazitickych
molekul rozpoznanych imunitnim systémem hostitele pii umélém nebo piirozeném
nakazeni jedinci. V prabéhu pfirozené infekce je imunitni systém hostitele schopen
rozpoznat Siroké spektrum parazitickych molekul (Hilderson et al. 1993, McCririe et al.
1997, Schallig et al. 1994), na jejichz zakladé¢ se muze stait imunnim jedincem
(Stear et al. 2005).

Posledni strategii vyvoje vakcin je metoda hledani skrytych antigent. Jako
skryté antigeny se oznaCuji molekuly, které jsou produkovany parazity a jsou schopny
vyvolat zanétlivou reakci. OvSem za normadlnich okolnosti k aktivaci imunitniho
syst¢tmu nedochdzi, a to ztoho divodu, Ze se tyto skryté antigeny nedostanou
do kontaktu s bunikami hostitele. Vhodnymi kandidaty se staly parazitické proteiny
gastrointestinalniho traktu, které v klinickych studiich vedly ke vzniku u¢inné imunity
(Knox et al. 2003).
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4 REZISTENCE

Za rezistenci je povazovan stav, pii kterém rezistentni populace paraziti je schopna
prezit terapeutické davky léCiva na rozdil od citlivé populace stejného druhu. Prvni
piipad rezistence na anthelmintika byl evidovan u H. contortus parazitujiciho u ovci
na konci padesatych let minulého stoleti (Drudge et al. 1957). Vroce 1961 byl
pfedstaven thiabendazol jako prvni anthelmintikum, které kombinuje wcinnou
Sirokospektralni anthelmintickou aktivitu s nizkou toxicitou. Stal se jednim z Casto
pouzivanych anthelmintik, av§ak béhem nékolika let se objevila na tuto latku rezistence
opét v piipadé¢ H. contortus parazitujiciho u ovei a nésledné 1 u jinych nematod
(Conway 1964, Drudge et al. 1964). V soucasné dob& se pouzivaji pii 1éCbé
hospodarskych zvifat pfedevSsim jen Sirokospektrd anthelmintika ze tff kategorii
(benzimidazoly, makrocyklické laktony a imidazothiazoly). Vyvoj rezistence na tyto
latky je velkym problémem, jelikoz se nasledné projevuje vysSi morbiditou
a mortalitou, coz muze zpUsobit rozsahlé ekonomické ztraty (Taylor et al. 2002).

Nejvyznamnéj$im faktorem vzniku rezistence je Cetnost aplikace anthelmintika,
casté nebo dlouhodobé uzZivani stejn¢ho 1éciva nebo 1éCiv se stejnym mechanismem
ucinku (Bodecek a Koudela 2010). Prikladem miize byt porovnani uc¢innosti bézné
pouzivanych anthelmintik (napt. benzimidazoly) a trichlorfonu proti multirezistentnim
kmenim H. contortus. Pro svou pomérné¢ vysokou toxicitu neni trichlorfon
preferovanym anthelmintikem a nejspi§ pravé proto stale vykazuje, na rozdil
od benzimidazolt, vysokou ucinnost (pifes 70 %) i proti multirezistentnim kmendim
(Almeida et al. 2010, van Wyk et al. 1997).

Dalsi moznou pfic¢inou vzniku rezistence muze byt podavani nedostate¢né
velkych davek anthelmintik nebo podavani terapeutickych davek neadekvéatnim
zpusobem, pii kterém se nedosahne pozadované koncentrace l1éCiva v misté ucinku.
V tomto piipadé¢ nemusi dojit k usmrceni heterozygotnich jedincii, ktefi nesou gen
rezistence, ¢imz zpusobi vznik nové imunni populace. Z toho divodu se standardné
radéji podavaji davky anthelmintika o néco vétsi nez mensi (Bodecek a Koudela 2010).

Dfive Casto dochézelo ke stiidani riznych skupin anthelmintik v pribéhu obdobi
kratsiho nez jeden rok. Tento zpiisob se dnes jiz nepraktikuje, jelikoz se ukdazalo,
ze rychla rotace nejspi§ zpusobuje vznik multirezistentnich kmeni. Dnes se pouziva

zpusob pomalé rotace, pii které dochazi ke zméné anthelmintika s rliznym
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mechanismem Ucinku v ro¢nich intervalech, ¢imz se snizuje riziko preziti rezistentnich
parazitii k 1é¢ivu pouzitému v pfedchozim roce (Bodecek a Koudela 2010).
Mechanismus vzniku rezistence by se dal rozdélit na farmakokineticky
a farmakodynamicky typ. V prvnim pfipadé¢ dochazi ke snizenému pfijimani léciva
do organismu, k jeho snadné&jsimu vylucovani a k rychlejsi metabolické inaktivaci, coz
je zpusobeno vys$i aktivitou transportérit nebo biotransformacnich enzymi. Timto
zpusobem dochézi k nizsi koncentraci IéCiva v téle organismu a tim 1 k niz§imu ac¢inku.
Tento typ rezistence se da jednoduse obejit zvySenim davky lé¢iva. Farmakodynamicky
typ zahrnuje zvySeni poctu cilovych makromolekul nebo zménu v jejich struktute.
Obatyto dé&je vedou kniz§imu WuCinku 1é¢iva (Cvilink et al. 2009). Pokud
se anthelmintikum neni schopno navazat na cilovou makromolekulu, tak ani zvySeni

davky podavaného 1é¢iva nezptisobi zvySeni ucinku (Alvarez et al. 2005).
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5 METABOLISMUS XENOBIOTIK

Kazdé xenobiotikum pfijaté do organismu vykazuje urcitou miru zatéze a nebezpeci,
a proto existuji metabolické procesy, které se snazi omezit vstup xenobiotika do dalSich
organi a tkani, snizit jeho potencialni toxicitu a usnadnit eliminaci z organismu
(Skéalova a BouSova 2011). Biotransformace xenobiotik pfedstavuje proces premény
lipofilnich latek, které jsou snadno vstiebatelné naptiklad z gastrointestindlniho traktu,
na latky hydrofilni, které se 1épe vylucuji z organismu (Parkinson 2001). Metabolismus
xenobiotik je zavisly na jejich chemické struktufe a je vyznamné ovliviiovan vSemi
aspekty molekularni struktury véetné¢ geometrickych a elektrochemickych vlastnosti.
Vyznamnou roli pfi vazbé xenobiotika na biotransformacni enzymy ma lipofilita,
distribuce elektronii a ionizace molekuly. Elektrochemické vlastnosti a konformace
xenobiotika jsou urcujici pro vlastni enzymovou katalyzu. Metabolismus xenobiotik
se skladd z biotransformacnich reakci a z transportnich procesti. Biotransformacni
reakce se ¢leni na prvni a druhou fazi metabolismu. Transport xenobiotika nebo jeho

metaboliti byva oznacovan jako tfeti faze metabolismu (Skalovéa a Bousova 2011).

5.1 Prvni faze biotransformace

Pti prvni fazi, nazyvané téz jako konverze (Skéalova a BouSova 2011), probihaji hlavné
oxidac¢ni, reduk¢éni a hydrolytické reakce, ¢imz dochazi k odkryti nebo zabudovani
funkénich skupin (Cvilink et al. 2009).

Oxidaci je preménovana tada xenobiotik pfedevS§im u aerobnich vyssich
organismil. Mezi oxidacni biotransformace patfi oxidace alkoholi a aldehydd,
hydroxylace, oxida¢ni deaminace, dealkylace, oxida¢ni dehalogenace, N-oxidace
a S-oxidace (Skalovda a BouSova 2011). Pfi hydroxylaci dochazi k zavadéni
hydroxylové skupiny do struktury molekuly pfedev§im prostfednictvim substituce
funk¢ni skupiny nebo vodikového atomu (Ullrich a Hofrichter 2007). Tato reakce byva
Casto pozorovana u Xenobiotik s alifatickym fetézcem nebo aromatickym kruhem, kdy
pomoci zavedeni hydroxylové skupiny do molekuly xenobiotika dojde ke snizeni
lipofility a navic vzniklé hydroxyderivaty mohou snadno podléhat dal§im konverznim
nebo konjuga¢nim reakcim. Produktem hydroxylace mizou byt i siln¢ reaktivni

slouCeniny, které¢ vykazuji vysSi toxicitu nez piivodni latka (napf. tvorba epoxidil
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polycyklickych aromatickych uhlovodikil) (Skalova a BouSovd 2011). Slouceniny
obsahujici siru ve své molekule mohou byt oxidovany za vzniku S-oxidii nebo sulfona
za pritomnosti cytochromi P450 (CYP450), ale miize probihat i pomoci flavinovych
monooxygenaz (FMO). Nejbéznéjsimi substraty jsou thioly, sulfidy a disulfidy
(Uetrecht a Trager 2007).

Hydrolytickym biotransforma¢nim reakcim podléhaji pfedevsim estery, epoxidy,
amidy, hydrazidy a karbamaty. Tato reakce mize probihat i za nepfitomnosti enzymu,
ale ve vétsing ptipadl je katalyzovana riznymi hydroldzami, které jsou pojmenovany
podle hlavnich substratd (napf. esterdzy, amidazy, peptidazy). Skladaji
se z polypeptidového fetézce, neobsahuji Zaddnou prostetickou skupinu a nevyuzivaji
zadné kofaktory. Pfi hydrolyze esterti, thioesterd a amidi vznikaji vzdy patfi¢né
karboxylové kyseliny a v zavislosti na pfitomném heteroatomu thioly, alkoholy nebo
aminy (Skalova a Bousova 2011). V pfipadé nitrild mize hydrolyza probihat dvojim
zpusobem. Jednim zptisobem je dvoukrokova reakce, kdy nejprve dojde k hydrataci
nitrilu pomoci nitrilhydratazy, ¢imz se vytvoii patficny amid. Nasleduje vznik
karboxylové kyseliny a amoniaku za pusobeni amidazy (Asano etal. 1980). Druhy
zpusob zahrnuje pfimou hydrolyzu a vznik karboxylové kyseliny a amoniaku pomoci
enzymu nitrildzy (Harper 1977). Byl popsan i proces vzniku amidové skupiny
Z nitrilové za plisobeni nitrilazy, kterd jiz neni schopna déle hydrolyzovat vznikly amid
na karboxylovou kyselinu (Fernandes et al. 2006). Hydrolyze podléhaji i nékteré
metabolity druhé faze biotransformace. Glukuronidy a sulfatové slouc¢eniny mohou byt
hydrolyzovany na plivodni latky pomoci katalyzy glukuroniddz a sulfataz. Tyto reakce
probihaji ve stfevé za plsobeni bakteridlnich enzyml nebo enzymu stfevni stény
a umoznuji dané latce se znovu vstiebat diky enterohepatalnimu obéhu (Ding et al.
2013, Skalova a BouSova 2011). Dale probiha hydrolyza i u konjugatu s glutathionem,
kde dojde pomoci y-glutamyltranspeptidazy a aminopeptidazy k odstépeni glutamétu
a glycinu (obrdzek 3) (Skalovd a BouSova 2011). Hlavnimi hydroldzami, které
se ucastni  biotransformace xenobiotik, jsou karboxyesterazy, cholinesterazy
a paraoxondzy. Prvni dvé jmenované skupiny jsou také znamé jako serinové hydrolézy,
jelikoz jejich katalytické misto obsahuje nukleofilni serinovy zbytek, ktery se podili
na hydrolytické aktivité (Parkinson 2001).
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5.2 Druha faze biotransformace

Ve druhé fazi biotransformace probihaji konjugaéni reakce endogennich sloucenin
s xenobiotikem nebo sjeho metabolitem, ktery vznikl v prvni fazi. Pro priubéh
konjugace je nezbytné dodani energie, proto je nutné, aby konjugaéni Cinidlo, kterym
je endogenni latka, bylo aktivovano s makroergnim kofaktorem. Vzniklé konjugaty
vétSinou vykazuji mens$i biologickou aktivitu a jsou hydrofiln€jsi nez plvodni
xenobiotikum. Konjugacnich reakci je mnoho typu a pribéh konkrétniho typu reakce
u urcité slouceniny se odviji predevSim od jeji struktury. Nejvyznamnéjsi roli hraje
pritomnost funk¢nich skupin molekuly, prostorové uspotadani a elektronové vlastnosti
(Skalova a Bousova 2011). Mezi nejbéznéjsi reakce druhé faze biotransformace patii
glukuronidace, sulfatace, methylace, glukosidace, konjugace s glutathionem
a konjugace s aminokyselinami (Cvilink et al. 2009).

Konjugace skyselinou glukuronovou je hlavni reakci druhé faze
biotransformace xenobiotik u vSech savci kromé kockovitych Selem (Tukey
a Strassburg 2000). Kofaktorem této reakce je UDP-glukuronova kyselina (UDP-GA).
Samotnd glukuronidace je katalyzovana enzymem UDP-glukuronosyltransferazou
(UGT) (obrazek 2). Tyto enzymy jsou situovany na membrané¢ hladkého
endoplazmatického retikula, kde jsou orientovany do jeho lumina (Skalova a BouSova
2011). Prabéh glukuronidace se idi mechanismem nukleofilni substituce druhého fadu
(Miners a Mackenzie 1991, Radominska-Pandya et al. 1999, Tukey a Strassburg 2000),
jehoz dusledkem je vznik konjugatu s konfiguraci f-D (Rowland et al. 2013).

Konjugaci s kyselinou glukuronovou podléha cela fada jak exogennich, tak
endogennich sloucenin (Miners a Mackenzie 1991). Nejcasteji probiha u latek, které
obsahuji ve své molekule nukleofilni heteroatom (O, N, S). Typickymi substraty jsou
alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny tvotici O-glukuronidy, aminy a amidy tvofici
N-glukuronidy a thioly tvofici S-glukuronidy. Glukuronidy jsou polarni, ve vodé
rozpustné slouceniny, které jsou z organismu vylu¢ovany moci nebo Zluci v zavislosti
na své molekulové hmotnosti (Parkinson 2001). Vzniklé konjugaty téméf vzdy vykazuji
mensi toxicitu a biologickou aktivitu nez plivodni latka (Parkinson 2001, Skalova

a BouSova 2011).
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Obriazek 2 Proces glukuronidace (pfevzato z Testa a Kédmer 2010)

Jednou z nejvyznamnéjSich reakci druhé faze biotransformace jak u savci,
tak i u helmintd je konjugace s glutathionem (Cvilink et al. 2009). Kofaktorem této
reakce je endogenni tripeptid glutathion (GSH), ktery je v organismu syntetizovan
dvoustupiiovou reakci z aminokyselin glutamatu, cysteinu a glycinu. Prvni reakci fidi
enzym y-glutamylcysteinsynthetdza a druhou glutathionsynthdza. Pro pribéh téchto
reakci je nezbytna ptitomnost adenosintrifosfatu (ATP) (Skédlova a Bousova 2011).

Na rozdil od glukuronidace mutze konjugace S GSH probihat 1 spontanné
bez pritomnosti katalyzujiciho enzymu glutathion-S-transferazy (GST), ktery urychluje
pribéh reakce.

Neenzymovy pribéh je umoznén mimo jiné i1 diky vysoké intracelularni
koncentraci GSH. Takto vzniklé konjugaty jsou zpravidla 1épe rozpustné ve vodé
a vykazuji nizsi toxicitu nez pivodni latka. Z organismu jsou eliminovany zlu¢i nebo
jsou déle pfeménény na derivaty merkapturové kyseliny (acetylcystein) a vylouceny
moci. Tato pfeména se skladd nejprve z odStépeni glutamylového zbytku pomoci
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y-glutamyltranspeptidazy, dale dojde za Ui€¢inku aminopeptidaz k odstépeni glycylového
zbytku a na zavér je molekula plsobenim N-acetyltransferazy podrobena
N-acetylaci (obrazek 3) (Skalova a Bousova 2011).

GST se také podili na ochrané tkani pred oxidativnim poSkozenim zplisobenym
vytvarenim reaktivnich peroxidii (napt. hydroxyperoxidy fosfolipidl, mastnych kyselin,
DNA) pochazejicich bud’ zendogenniho metabolismu parazita nebo imunitniho

systému hostitele (Hayes a Strange 1995).
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Obrazek 3 Proces konjugace s glutathionem a nasledna metabolickd pfeména

na konjugat s acetylcysteinem (pievzato z Testa a Kdmer 2010)
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6 METODY STANOVENI METABOLITU XENOBIOTIK

6.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinné kapalinova chromatografie (HPLC) je fyzikalni separacni metoda, pfi niz
dochdzi k oddélovani jednotlivych slozek na zaklad¢ afinity ke dvéma vzijemné
nemisitelnym fazim. Tyto faze jsou oznaCovany jako stacionarni a mobilni. Béhem
pohybu analytu spole¢né s mobilni fazi podél stacionarni faze dochéazi k opakované
sorpci a desorpci. K separaci dochazi na zakladé rozdilnych distribu¢nich koeficientd
jednotlivych vzorkt analytu (Niessen 2006).

Jedna se o jednu z nejcastéji pouzivanych analytickych metod, jejiz vyhodou
je schopnost kvantitativniho i kvalitativniho hodnoceni separovanych slozek v pomérné
kratké dobé. Pro prubéh analyzy je zapotiebi malého mnozstvi vzorku. Cely proces
je mozné automatizovat pouzitim automatického davkovace (Klimes 2011).

Nejbéznéji se pii této analytické metod€ pouzivaji kolony z nerezové oceli nebo
skla, které byvaji dlouhé 10 — 25 cm s vnitinim prumérem 3 — 5 mm. Jako sorbenty
umisténé v kolonach se pouzivaji chemicky vazané stacionarni faze, kterymi byvaji
silikagelova zrna, na jejichz povrchové hydroxylové skupiny jsou navdzany rtzné
radikaly. Nejcastéji se muzeme setkat s navazanymi uhlovodikovymi fetézci s 18 nebo
8 uhliky. Tato faze byva téz oznaCovana jako reverzni, jelikoz se jedna o nepolarni fazi.
Stfedné polarni faze mivaji navazany tiiuhlikaty fetézec zakonceny napiiklad amino
skupinou nebo nitrilovou skupinou. Jako polarni sorbent lze pouzit silikagel
bez navazanych radikalti nebo oxid hlinity. OvSem chemicky vazané stacionarni faze
se pouzivaji daleko castéji (Klimes 2011).

Kdyz v pribéhu méteni dochdzi k programové zméné sloZzeni mobilni faze,
mluvime o gradientové eluci, zatimco pokud sloZzeni mobilni faze zlstava konstantni,
jedna se o isokratickou eluci. Gradientova eluce poskytuje lepsi vysledky (Adrey 2003).

Zakladni charakteristickou veli¢inou pro HPLC je reten¢ni ¢as nebo retencni
objem. Retenc¢ni Cas (tg) pfedstavuje dobu, kterd uplyne od nastiiku vzorku do té chvile,
kdy se objevi maximum chromatografického piku. Objem mobilni faze, ktery za tuto
dobu protece kolonou, se oznacuje jako retenéni objem. Identifikace se provede

porovnanim reten¢niho €asu vzorku a méfeného standardu. Pokud se jednd o totoZnou
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latku, mé&l by byt retencni Cas stejny. Pro kvantitativni méfeni se vyuziva plocha
pod chromatografickym pikem, piipadné jeho vyska (Novakova et al. 2013).

HPLC se skladd ze zasobnikli na mobilni faze, programovaci jednotky,
ktera urcuje slozeni mobilni faze. Davkovaci zafizeni zajistuje vstiik pozadovaného
mnozstvi vzorku. Vysokotlaké cerpadlo udrzuje konstantni pritokovou rychlost mobilni
faze ptes kolonu, kde dojde k separaci vzorku na jednotlivé slozky. Prltok separat
je indikovan prostiednictvim detekéni cely diferencionalniho detektoru, ktery piedava
signal do pocitace, kde na jeho zaklad¢ vznika patficny chromatogram (Klimes 2011).

Typ pouzitého detektoru mé& vyznamny vliv na citlivost a selektivitu
chromatografické analyzy. Mezi jedny z nejpouzivanéjSich detektord patii naptiklad
spektrofotometrické, fluorescencni, elektrochemicke, refraktometrické nebo hmotnostné

spektrometrické detektory (Novakova et al. 2013).

6.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd technika, pfi které jsou plynné ionty vzniklé
z molekul nebo atomil vzorku separovany a detekovany prostfednictvim poméru jejich
hmot a celkového naboje (M/z). Takto zaznamenané hodnoty tvoii hmotnostni
spektrum, kde se intenzita jednotlivych piki vyjadiuje jako procentudlni hodnota
nejvice zastoupeného iontu, ktery je oznaCovan jako zakladni pik. Spektrum poskytuje
relativni molekulové hmotnosti, podle kterych mtze byt nezndma zkoumana sloucenina
identifikovana a ur€ena jeji struktura. Toto stanoveni také zdvisi na produktovych
iontech ur¢enych pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (Kealey a Haines 2002,
Watson a Sparkman 2007).

Zatizeni je slozeno ze vstupu pro vzorek, ktery usnadiiuje ptisun plynného
a vypartujiciho se tekutého vzorku ptes molekularni $térbinu nebo pevného vzorku pres
vyhiivanou sondu, ktera byla vlozena prostfednictvim vakuového zamku.
Z odpatujiciho se vzorku jsou pomoci iontového zdroje generovany ionty, které jsou
nasledn¢ separovany v zavislosti na jejich m/z a detekovany hmotnostnim analyzatorem.
Ionty generované ve zdroji jsou urychlovany v komote analyzatoru prostfednictvim
vzrastajiciho negativniho potencidlu na sérii kovovych S$térbin, kterymi prochazeji

(Kealey a Haines 2002).
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6.2.1 Ionizacni techniky

U hmotnostni spektrometrie 1ze pouzit mnoho zplsobil ionizace. loniza¢ni techniky
muzeme delit na tvrdé a mékké. Nejbéznéjsi tvrdou ioniza¢ni technikou je elektronova
ionizace, pii které dochdzi k ovlivnéni elektromagnetickych poli, ¢imz dojde k uvolnéni
valenéniho elektronu, vzniku molekularniho iontu M™ a krozsahlé fragmentaci
molekuly. Mezi meékké ionizacni techniky patii napiiklad techniky ionizace
za atmosférického tlaku, které zahrnuji ionizaci elekrosprejem (ESI), chemickou
ionizaci a fotoionizaci. Dalsi ¢asto vyuzivanou technikou je ionizace desorpci laserem
za UCasti matrice (MALDI). Pfi pouziti mékkych ionizacnich technik vznikaji
protonované molekuly [M-H]® (v pozitivnim médu) nebo deprotonované
molekuly [M-H]" (v negativnim moddu) a nedochazi k vyrazné fragmentaci
jako v piipadé tvrdych ioniza¢nich technik (Novakova et al. 2013).

ESI je jednou z nejsetrnéjsich technik, a proto se s vyhodou pouziva pro analyzu
makromolekul. Pti ESI je dulezité zajistit pomaly tok (0,1 — 10 pL/min) mobilni faze
skrz kapilaru, na kterou je vlozeno napéti 2 — 5 kV. V zavislosti na stanovovaném
analytu miize toto napéti mit pozitivni i negativni hodnoty. Vlozené napéti umozni
vznik elektrického gradientu, ktery je nezbytny pro separaci jednotlivych slozek
na povrchu kapaliny v zavislosti na neseném naboji. Vysledkem je vznik tzv. Taylorova
kuzelu, ktery je tvoten kapalinou pifecnivajici konec kapildry. KdyZz kapalina tvofici
Taylortv kuzel dosdhne tzv. Rayleightova limitu, coz je bod, pfi kterém se vyrovna
odpor povrchovych naboji s povrchovym napétim kapaliny, dojde k oddélovani kapek
analytu obsahujicich nadbytek kladnych nebo zapornych naboji (Cech a Enke 2001).
Tyto kapky putuji ke vstupu do hmotnostniho spektrometru, pficemz generuji ionty
nékterym z navrhovanych mechanismii (Kebarle a Peschke 1999). Jednim
mechanismem je rozpad velkych kapek na mensi a nédsledné az na samotné ionty
v dasledku odpatovani rozpoustédla (Dole et al. 1968). Druhy ptedpoklada,
ze V prubéhu odpafovani rozpoustédla piekond odpor mezi ndboji povrchové napéti

kapaliny a to zptsobi vznik iontd (Iribarne a Thomson, 1976).
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6.2.2 Analyzdtory

Analyzator byva umistén mezi iontovym zdrojem a detektorem. Jeho funkce spociva
v rozdéleni iontt podle poméru m/z a nasledné jejich urychleni a fokusace. Mezi bézné
pouzivané analyzatory patii napiiklad magneticky analyzator, kvadrupol, trojity
kvadrupol, iontova past, orbitalni past a analyzator doby letu. Jednotlivé analyzatory
se od sebe lisi v zakladnich principech. Pro magneticky analyzator je typické zakifiveni
drahy letu v magnetickém nebo elektrickém poli, piipadné v jejich kombinaci.
V piipadé kvadrupolu, trojitého kvadrupolu a iontové pasti se jedna o ruznou stabilitu
oscilaci iontl ve dvojrozmémé nebo trojrozmérné kombinaci stejnosmérného
a vysokofrekvenéniho stfidavého napéti. Principem analyzatoru doby letu je stanoveni
rizné doby letu iontd v oblasti bez pole. Orbitdlni past funguje na zaklad¢ rozdéleni
iontt dle rizné frekvence harmonickych oscilaci (Novakova et al. 2013).

V soucasné dobé jsou Casto pouzivany tzv. hybridni analyzatory, které jsou
tvoteny ze dvou odlisnych typil za ucelem vyuziti vyhod obou analyzéatort. Piikladem
mize byt kvadrupol-analyzator doby letu (micrOTOF-Q), kde kombinace analyzatori
zajiStuje vysokou pfesnost méfeni. Analyzator doby letu umoziiuje méfeni s chybou
mens$i nez 2 mDa, které poskytuje vyrazné vylepSeni metody, nez kdyby se pouzil
samotny kvadrupol nebo zafizeni s iontovou pasti. Tento hybridni analyzator umoziuje
ziskat iontové spektrum produktu s hodnotami disponujicimi vysokym stupném
ptesnosti, ¢imz snizuji riziko fale$Sné pozitivni chyby a zajist'uji spolehlivou identifikaci
neznamych sloucenin. Jednd se o vyborny analyzator pii studii degradace, transformace

a metabolismu organickych odpadnich latek (Petrovic a Barcelo 2006).
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{ CILE PRACE

Cilem této prace bylo:

e identifikovat metabolity prvni a druhé faze biotransformace MOP u ovce

(Ovis aries) in vivo
e identifikovat metabolity prvni a druhé faze biotransformace MOP u paraziti
H. contortus ex vivo a porovnat biotransformaci MOP u citlivého kmene ISE

a multirezistentniho kmene WR

¢ navrhnout schéma metabolismu MOP u parazitl a u jejich hostitelt
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EXPERIMENTALNI CAST

8 BIOLOGICKY MATERIAL, PRISTROJOVE VYBAVENI,
REAGENCIE A CHEMIKALIE

8.1 Biologicky material

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus)
Byly pouzity dva kmeny (ISE - Inbred susceptible Edinburgh,
WR - White river) H. contortus ziskané z ovci (Ovis aries, kastrovani
samci ve stafi 3 — 4 mésici s primérnou hmotnosti 20 kg), které byly
chovany na farmé Béle¢ (Ceska republika).

Moc a trus
Vzorky moce a trusu byly ziskany z ovei (Ovis aries, kastrovani samci
ve staii 9 mésicti s pruimérnou hmotnosti 20 kg) chovanych na farmé

Béle¢ (Ceska republika).
Veskeré experimenty byly provedeny v souladu se zakonem ¢. 246/1992 sb.
na ochranu zvifat proti tyrani ve zné€ni pozd&jSich pfedpisti a pod dohledem lokalni

Odborn¢ komise pro zajistovani dobrych zivotnich podminek pokusnych zvitat

Univerzity Karlovy v Praze, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

8.2 Pristrojové vybaveni

Automatické pipety Eppendorf

Centrifuga Eppendorf Centrifuge
Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos
Hlubokomrazici box Thermo Scientific
Koncentrator Eppendorf Concentrator 5301
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Laminarni box Bioair instruments

micrOTOF-Q Hmotnostni spektrometr Bruker Daltonics

Mythic Blood mixer 12 (roller)

pH metr Thermo Orion

Systém cisténi vody Millipore — Milli - Q

UHPLC Agilent 1290 Infinity kapalinovy chromatograf Agilent Technologies
Ultrazvuk Bandelin Sonorex

Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls Bandelin HD 2070

Véhy ScalTec SBC 22

Vortex MS2 Minishaker

8.3 Reagencie a chemikalie

4-fluor-3-trifluormethylbenzonitril, Sigma Aldrich
Acetonitril, Sigma Aldrich, LC/MS ¢&istota
Agar6za, Serva

Amoniak, Sigma Aldrich

Benzoylchlorid, Sigma Aldrich
Dihydrogenfosfore¢nan sodny, Penta

Dimethylsulfoxid (DMSO), Penta
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Ethanol, Sigma Aldrich

Ethylenglykol-bis(s-aminoethylether)-N, N, N’, N’- tetraoctova kyselina
(EGTA), Sigma Aldrich

Ham F12 medium, Sigma Aldrich

Hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma Aldrich

Hydrogenfosfore¢nan sodny, Penta

Hydroxyaceton, Sigma Aldrich

Chlorid amonny, Sigma Aldrich

Kyanid draselny, Sigma Aldrich

Kyselina octova, Penta

Methanol, Penta

Monepantel, ptipraven na Katedie Anorganické a Organické chemie

Octan amonny, Sigma Aldrich

Penicilin, Sigma Aldrich

Pufrovany fyziologicky roztok (PBS), Sigma Aldrich

Pyridinium p-toluensulfonat, Sigma Aldrich

Streptomycin, Sigma Aldrich

terc-butoxid draselny, Sigma Aldrich

Tetrahydrofuran, Sigma Aldrich
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Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Sevapharma

Williams® medium, Sigma Aldrich

Zolvix, Novartis Animal Health
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9 PRACOVNI POSTUPY

9.1 Priprava monepantelu

Monepantel byl pfipraven na Katedfe Anorganické a Organické chemie (Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze, Ceska republika) podle
Kaminsky et al. (2008a) s drobnymi upravami. Vychozi hydroxyaceton byl nejprve
pteveden na tetrahydropyran-2-yl (THP) ether (vytézek 79 %). Nasledovala Streckerova
syntéza vyuzivajici kyanid draselny, chlorid amonny a roztok amoniaku v ethanolu
(vytézek 70 %). Vysledny aminoacetonitril byl po reakci s benzoylchloridem pieveden
na derivat (4-trifluormethylsulfanyl) benzamidu (vytézek 71 %). THP chranici skupina
byla odStépena vmirné¢ kyselém prosttedi (pyridinium  p-toluensulfonat
(PPTS)/methanol; vytézek 97 %). Na zavér byla provedena nukleofilni aromaticka
substituce s 4-fluor-3-trifluormethylbenzonitrilem a alkoholatem, ktery vznikl z AAD
pomoci Cerstvého roztoku terc-butoxidu draselného (t-BuOK) v tetrahydrofuranu (THF)
(vytézek 27 %). Struktura a Cistota pfipravené latky byla ovéfena pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR) a kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni

spektrometrii (LC/MS) (Stuchlikova et al. 2012).

9.2 Priprava pracovnich roztoki

Na-fosfatovy pufr (0,1 M; pH 7,4)

Rozpusténim 17,9 g Na;HPO,4.12H,0 (Mr = 358,14 g/mol) v 500 ml redestilované vody
a 3,9 g NaH,PO4.H,O (Mr= 156,01 g/mol) v 250 ml redestilované vody vznikly
0,1 M zasobni roztoky, které byly smiseny Vtakovém poméru, aby bylo dosazeno

pozadované hodnoty pH.

Pufrovany fyziologicky roztok

Jedna tableta pro ptipravu roztoku PBS byla rozpusténa ve 200 ml redestilované vody.

Roztok monepantelu (10 mM)
1 mg monepantelu (Mr = 473 g/mol) byl rozpustén ve 211 pul DMSO.
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Roztok octanu amonného (0,5 mM)
38,54 mg krystalického octanu amonného (Mr = 77,08 g/mol) bylo rozpusténo v 1 |

redestilované vody a nésledné byl roztok upraven na pH 4 pomoci kyseliny octové.

9.3 Sbér biologického materialu

9.3.1 8hér parazitologického materidalu

V této studii byly pouzity dva kmeny H. contortus, citlivy kmen ISE a multirezistentni
kmen WR. Kmen ISE je odvozen od kmene SE (susceptible Edinburgh) s vrozenou
citlivosti na anthelmintika, ktery byl izolovan v dob¢, kdy jesté nebyly benzimidazoly
na trhu (Roos et al. 2004). Kmen WR byl izolovan v Jihoafrické republice a vyznacuje
se rezistenci vici ivermektinu, benzimidazolim, rafoxanidu a klosantelu (van Wyk
a Malan 1988).

Sest ovci zbavenych veskerych paraziti ve staif tii aZ Gty mésict bylo peroralni
cestou infikovano 5000 larvami H. contortus v Ls. Larvy H. contortus Lz byly
dovezeny z Parazitologického tustavu Slovenské akademie véd. Pieléceni bylo
provedeno peroraln¢ podanim dvou déavek albendazolu (30 mg/kg) v rozpéti dvou dna.
Dospéli jedinci nematod byli vyjmuti po sedmi tydnech od infekce pomoci agarové
metody (obrazek 4) (van Wyk et al. 1980).

39



Obrazek 4 Ziskavani nematod z agaru ulpélého

na platech gazy (foceno prof. RNDr. Jifim Lamkou,

CSc. na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové)

9.3.2 Shér exkrementi

Pro in vivo studii byla pouzita mo¢ a trus ziskana z kastrovanych ovci (samci o piiblizné
hmotnosti 20 kg, staii 9 mésicli) chovanych na farm¢ Béle¢. Kazdé ovci bylo
aplikovano peroralni cestou 200 mg MOP. Moc¢ byla sbirana po 8 hod a trus po 48 hod
po podani 1é¢iva (obrazek 5). Ziskané vzorky byly zamraZeny a uschovany v mrazicich

boxech pii -20 °C.
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Obrazek 5 Sbér exkrementt (foceno prof. RNDr. Jifim Lamkou, CSc.

na farmé Béle¢, Ceska republika)

9.4 Kultivace nematod a biotransformace MOP ex vivo

Izolovana nematoda byla tfikrat promyta Na-fosfaitovym pufrem o pH 74.
Vzdy k 30 jedincim nematod bylo pifidano 5 ml RPMI média o pH 7.4, které
obsahovalo 60 pg/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu. Nematoda byla kultivovana
4 hod v termostatu (38 °C, 5% CO).

Po kultivaci bylo 2,5 ml média odebrano a nahrazeno 2,5 ml média, které
obsahovalo MOP (20 uM). Vzorky byly inkubovany 24 hod v termostatu (37 °C,
5% CO,). Soucasné byly piipraveny dva typy slepych vzorku, chemicky slepy vzorek
(SLCH), ktery obsahoval médium s lécivem a biologicky slepy vzorek (SLB),
ve kterém byl piidany MOP k nematodam nahrazen DMSO. Po inkubaci bylo odebrano
médium a nematoda byla tfikrat promyta PBS. Vzorky byly zamrazeny a uschovany

v hlubokomrazicich boxech pii -80 °C.
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9.5 Priprava vzorku a extrakce na pevnych fazich

Nematoda byla homogenizovana 6 X 10 sekund v 1 ml ledovém 0,1 M Na-fosfatovém
pufru o pH 7,4 ultrazvukovym homogenizatorem. Vzorky byly centrifugovany
(3000 x g, 5 min). Nasledovala extrakce homogenatu a média na pevnych fazich (SPE,
solid-phase extraction). Pro vlastni extrakci byly pouzity kolonky Phenomenex Strata X
(3 ml, 60 mg, 33 um). SPE sorbent byl aktivovan 1 ml acetonitrilu a 1 ml redestilované
vody. V dalsim kroku byl vzorek pieistén 2 ml 10% (v/v) acetonitrilem a eluovan
z kolonky 1 ml 100% acetonitrilem. VVzorky byly odpafeny ve vakuovém koncentratoru.

K 1 g trusu bylo pfidano 9 ml acetonitrilu. Po homogenizaci tiecim tlouckem
nasledovala extrakce na mechanické tfepacce po dobu 10 min a centrifugace (3 000 x g,
10 min). Supernatant byl zfiltrovan ptes polytetrafluoroethylenovy filtr (PTFE) (25 mm,
0.22 um) a odparen ve vakuovém koncentratoru.

Moc¢ byla zfiltrovana pifes PTFE (25 mm, 0.22 pm). Kfiltratu byl pfidan
acetonitril a nasledné byl centrifugovan (3 000 x g, 10 min). Supernatant byl znovu
filtrovan ptes PTFE a odpatfen ve vakuovém koncentratoru.

Vsechny vzorky byly skladovany a zamraZeny v mrazicich boxech pii -20 °C.
Pfed samotnym méfenim byly vzorky rekonstituovany v poméru 3:7 (VIV)

acetonitril:redestilovana voda. Objem nastfiku ¢inil u nematod, moce a trusu 2 pl.

9.6 Podminky méreni

Vzorky byly méfeny Vnegativnim moédu na ultra-vysokotcinném kapalinovém
chromatografu (UHPLC) Agilent 1290 Infinity kapalinovy chromatograf tandemové
spojenym s hmotnostnim spektrometrem za pouziti ESI| a hybridniho analyzatoru
micrOTOF-Q.

Mgéfeni bylo provadéno na koloné Zorbax Eclipse C18 (150 x 2,1 mm, 1,8 um),
teplota kolony 25 °C, prutok mobilni faze 0,3 ml/min a nastfik vzorku 2 ul. Byla
pouzita gradientova eluce s mobilni fazi 0,5 mM octanu amonného upravené¢ho na pH 4
(A) a acetonitrilu (B). Linearni gradient byl nastaven nasledovné: 0. minuta — 30 % B,
11. minuta — 95 % B, 12. minuta — 95 % B a zavére¢né promyti kolony.

Hmotnostni spektrometr micrOTOF-Q s rozliSovaci schopnosti vyssi nez 13 000

byl pouzit s timto nastavenim parametri: napéti na kapilare 4,5 kV, teplota susiciho
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plynu 220 °C, prutok a tlak dusiku 8 I/min a 1,3 bar. Pfed jednotlivymi méfenimi byla
provedena externi kalibrace s klastry mravencanu sodného. Hmotnostni spektra byla
zaznamenavana v rozpéti 50 — 1000 m/z v negativnim médu. Pro MS/MS méieni
byla nastavena izola¢ni Sife na 4 Am/z a kolizni energie na 20 eV (nalezeno jako
optimalni kolizni energie pro fragmentaci studovanych ionti metabolitil), jako kolizni

plyn byl pouzit argon.
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10 VYSLEDKY

Biotransformace MOP byla studovana u ovci (Ovis aries) in vivo a u jejich paraziti
(H. contortus) ex vivo. Pii in vivo studii byly identifikovany metabolity prvni a druhé
faze biotransformace ve vzorcich moci a trusu. Mo¢ byla sbirana po 8 hod a trus
po 48 hod po podani 2,5 mg MOP/kg télesné hmotnosti hostitele. Nematoda ziskana
ze slezu ovci pomoci agarové metody (van Wyk et al. 1980) byla zhomogenizovana
a vzorky byly extrahovany pomoci SPE. Spole¢né se vzorky homogenatu nematod byly
piipraveny i vzorky kultivacniho média.

Hmotnostni  spektrum deprotonované molekuly parentni latky, MOP,
je detekovano pii m/z 472 [M-H] (reten¢ni ¢as 8,43 min). Pii MS/MS fragmentaci doslo
pti dodani kolizni energie 20 eV k charakteristickému $tépeni a ke vzniku produktového
iontu m/z 186 [M-H]’, které je spole¢né s chemickou strukturou MOP, N-[(1S)-1-kyano-
2-(5-kyano-2-trifluoromethylfenoxy)-1-methyl-ethyl]-4-trifluoromethylsulfanylbenz-

amidu, uvedeno na obrazku 6.

O \
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Obrazek 6 Chemicka struktura MOP, jeho metabolitl, produktovych ionta
a oznaceni mist pro prvni a druhou fazi biotransformace a Stépeni vazby pii MS/MS
fragmentaci jednotlivych metabolitti

R1, Ry, R3 substituenty (viz tabulka 1)

A, B oznaceni aromatickych kruhii
1,2 oznaceni nitrilovych skupin
——> Stépeni vazby

X klicovy fragment
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Kli¢ové fragmenty metaboliti jsou shrnuty v tabulce 1. Metabolity stanovené

pii in vivo studii jsou zobrazeny na obrazku 7 a metabolity identifikované pii ex vivo

studii na obrazku 8. V tabulce 3 jsou uvedeny t, teoretické m/z hodnoty [M-H] ionti,

molekulové hmotnosti (MW), elementarni slozeni a produktové ionty.

Veskera méfeni byla provedena v negativnim ESI médu, protoze vykazoval lepsi

senzitivitu pro studované metabolity nez pozitivni méd. Experimentalni hodnoty [M-H]

iontl se od teoretickych lisily o méné nez 3 ppm. Pomér signal/Sum (S/N) byl vyssi

nez 5 pro vSechny metabolity.

Tabulka 1 Metabolity prvni a druhé faze biotransformace MOP, jejich substituenty

a klicové fragmenty

Hydrolyza Hydrolyza Klicovy
Metabolit R R, R; nitrilové sk. 1 nitrilové sk. 2 fragment
na amidovou sk. na amidovou sk. [M-H], m/z

MOP - - - ne ne 186
MOP.SO @) - - ne ne 186
MOP.SO, 0] (0] - ne ne 186
MOP.C'ONH, - - - ano ne 186
MOP.C?ONH, - - - ne ano 204
MOP.SO.C°ONH, O - - ne ano 204
MOP.SO,.C'ONH, O O - ano ne 186
MOP.SO,.C'ONH, O O - ne ano 204
MOP.SO,.0H (0] (0] OH ne ne 202
MOP.SO.0C¢H,Os O - OCgHgOg ne ne 378
MOP.S0,.0CsHyOg @) O OCsHyO¢ ne ne 378
MOP.SO.SCsHgNO; O - SCgHgNO; ne ne 347
MOP.SO,.SCsHgNO; O O SCgHgNO; ne ne 347
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10.1 Metabolity prvni faze biotransformace MOP

10.1.1 Studie u ovce in vivo

Zprvni faze biotransformace byly pozorovany reakce: S-oxidace, hydroxylace,
hydrolyza nitrilové skupiny na amidovou skupinu a jejich kombinace. Po peroralnim
podani jednorazové davky léCiva, bylo identifikovano 5 metaboliti v moci
a 7 metabolitl prvni faze biotransformace v trusu.

Monepantel sulfoxid (MOP.SO) byl detekovan v negativnim modu
pii m/z 488 [M-H]". Po druhé S-oxidaci se pieménil na monepantel sulfon (MOP.SO5)
m/z 504 [M-H]. MOP.SO, je hlavnim metabolitem Vv metabolismu MOP.
Ve stanovovanych vzorcich byl nalezen ve vyznamné vyS$§im mnozstvi nez ostatni
metabolity (tabulka 2). Tento metabolit dale podléhal hydroxylaci, ktera probihala
na aromatickém kruhu B za vzniku hydroxylovaného monepantel sulfonu
(MOP.SO,.0H) m/z 520 [M-H]. Byla identifikovana pfitomnost dvou strukturnich
izomeru, které mely podobné MS/MS spektrum (tabulka 3). Strukturni izomery nelze
odlisit, protoze hmotnostni spektrometrie nedokaze urcit pozici hydroxylové skupiny
na aromatickém kruhu (Nobilis et al. 1996). VSechny vySe zmiflované metabolity prvni
faze biotransformace (MOP.SO, MOP.SO,, MOP.S0O,.0H) byly stanoveny jak v moci,
tak i v trusu.

Pro vsechny metabolity, u kterych nedosSlo k metabolickému kroku
na aromatickém kruhu B (MOP.SO, MOP.S0,), byl identifikovan produktovy iont
m/z 186 [M-H], ktery vznikl charakteristickym S$tépenim jako parentni latka
(obrazek 6). Hydroxylace na aromatickém kruhu B byla identifikovana na zakladé
vzniku klicového fragmentu m/z 202 [M-H]’, ktery se 1isi od charakteriského fragmentu
m/z 186 [M-H] o jeden kyslik. Casto pozorovanou neutralni ztratou je odstépeni
fluorovodiku ( A m/z 20) z aromatického kruhu B. U metabolitt MOP.SO a MOP.SO,
doslo kevzniku iontu m/z 166 [186-HF] a u MOP.SO,.0OH ke vzniku
m/z 182 [202-HF]". V piipadé MOP.SO doslo i ke ztrat¢ dvou molekul fluorovodiku
a ke vzniku m/z 146 [166-HF]. U metabolitu MOP.SO,.OH byla detekovana ztrata
kyanovodiku (Am/z 27), kterd se projevila vznikem produktového iontu

m/z 493 [520-HCN].

46



Tabulka 2 Semikvantitativni stanoveni MOP a jeho metaboliti, Hmg. = homogenat

nematod

Plocha piku
ISE WR
[min] MW Zkratka metabolitu ~ Mo¢ Trus Hmg. Médium Hmg. Médium

348 697 MOP.S0O,.0CsH,Os 2791 - - - - -
358 681  MOP.SO.0CsHy04 2610 - - - - -
424 650 MOP.SO.SCsHgNO; 2789 - - - -
441 697 MOP.SO,.0C¢HOs 1255 - - - - -
481 507 MOP.SO.C’ONH, 2225 - - - - -

515 666 MOP.SO,.SCsHgNO; 3964 594 - - - -

596 523 MOP.SO,.C°ONH, - 5249 - - - -
640 523 MOP.SO,.C'ONH, - 670 - - - -
651 491 MOP. C?ONH, - 3257 948 - 649 443
6.66 521 MOP.S0,.0H 790 5962 - - - -
6.81 489 MOP.SO 51759 5675 11456 - 28235 1603
6.90 521 MOP.S0,.0H 1892 1354 - - - -
7.03 491 MOP. C'ONH, - - 544 - 537 -
781 505 MOP.SO, 45582 647466 - - 6101 -
8.43 473 MOP 8663 389259 2623676 41496 1876902 1053914

Dal$im metabolickym krokem prvni fize biotransformace je hydrolyza nitrilové
skupiny na amidovou skupinu. Ta miZze probihat na dvou mistech molekuly,
na nitrilové skupiné 1 umisténé na alifatickém uhliku a na nitrilové skupiné 2 umisténé
na aromatickém kruhu B (obrazek 6). V moci byl nalezen monepantel sulfoxid
s hydrolyzou nitrilové skupiny 2 (MOP.SO.C?°ONH,) m/z 506 [M-H]. V trusu byly
detekovany tfi metabolity, u kterych prob¢hla hydrolyza nitrilovych skupin. Patii
mezi n& monepantel s hydrolyzou nitrilové skupiny 2 (MOP.C?*ONH,) m/z 490 [M-H],
monepantel  sulfon  shydrolyzou nitrilové  skupinyl (MOP.SO,.C*ONH,)
m/z522 [M-H]" a monepantel sulfon shydrolyzou nitrilové  skupiny 2
(MOP.S0,.C*ONH,) m/z 522 [M-H]".
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U metabolitu MOP.SO,.C*ONH,; s hydrolyzou nitrilové skupiny 1 byl detekovén
produktovy iont m/z 186 [M-H]’, ktery vznikl charakteristickym $tépenim jako parentni
latka (obrazek 6). U ostatnich metaboliti (MOP.CZONHZ, MOP.SO.C’ONH,,
MOP.S0,.C*0ONH,), kde probihala hydrolyza na nitrilové skuping 2, byl detekovan
stejny produktovy iont m/z 204 [M-H]. U MOP.C?°ONH, a MOP.SO,.C?*ONH, byla
pozorovana charakteristicka ztrata fluorovodiku (A m/z 20) z aromatického kruhu B

za vzniku produktového iontu m/z 184 [204-HF]".

10.1.2 Studie u H. contortus ex vivo

Ve studii ex vivo byly zkoumany vzorky homogenatu nematod a kultivaéniho média
kmenti WR a ISE. Byly identifikovany 4 metabolity prvni faze biotransformace vzniklé
S-oxidaci a hydrolyzou nitrilové skupiny na amidovou skupinu, kterd byla pozorovana
uobou nitrilovych skupin molekuly. Byla zjist€éna pfitomnost metaboliti
MOP.SO m/z488 [M-H], MOP.SO, m/z 504 [M-H] a produktd hydrolyzy
MOP.C*ONH, m/z 490 [M-H]" a MOP.C?ONH, m/z 490 [M-H]". Vsechny metabolity,
s vyjimkou MOP.C'ONH,, byly stanoveny ve studii in vivo a jejich produktové ionty
byly totozné. V pfipads MOP.C'ONH, vznikl charakteristicky produktovy iont
m/z 186 [M-H] stejné jako u parentni latky.

10.2 Metabolity druhé faze biotransformace MOP

10.2.1 Studie u ovce in vivo

Pii studii in vivo bylo detekovano 5 metabolitti druhé faze biotransformace MOP v moci
a 1 v trusu. Glukuronid monepantel sulfoxidu (MOP.SO.0OCsHyOg) byl identifikovan pii
m/z 680 [M-H] a dva strukturni izomery glukuronid monepantel sulfonu
(MOP.SO,.0C¢HgOg) pii m/z 696 [M-H], které se lisi polohou substituentu
na aromatickém kruhu B. VSechny stanovené glukuronidy byly nalezeny pouze v moci.

U glukuronidi byla identifikovana charakteristicki neutradlni ztrata
anhydroglukuronové kyseliny (Am/z 176). To vedlo v piipadé MOP.SO,.0CsHqOs
ke vzniku produktového iontu m/z 520 [696-CsHgOs]” a m/z 202 [378-CgHgOs]".
Neutralni ztratou fluorovodiku ( A m/z 20) vznikl m/z 358 [378-HF] .
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Dalsimi ~ metabolity ~druhé faze  biotransformace byly konjugaty
s acetylcysteinem.  Acetylcystein  monepantel  sulfoxid (MOP.SO.SCsHgNO3)
byl detekovan pti m/z 649 [M-H] a acetylcystein monepantel sulfon
(MOP.SO,.SCsHgNO3) pti m/z 665 [M-H]. Zatimco v mo¢i byly identifikovany oba
metabolity, v trusu byl detekovan pouze MOP.SO,.SCsHgNO;. Charakteristickym
Stépenim vazby (obrazek 6) vznikl u obou metabolitl kli¢ovy fragment m/z 347 [M-H]".
Konjugaty s acetylcysteinem  vykazuji ~ charakteristickou ztratu substituentu
z aromatického kruhu B za vzniku produktového iontu m/z 186 [347-SCsHgNOg3] .
U metabolitu  MOP.S0,.SCsHgNO3; byla navic pozorovana ztrata kyanovodiku
(A m/z 27) za vzniku produktového iontu m/z 638 [665-HCN]".

10.2.2 Studie u H. contortus ex vivo

Pfi studii ex vivo nebyl stanoven zadny metabolit druhé faze biotransformace.
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Tabulka 3 Seznam metabolitt MOP identifikovanych UHPLC/MS/MS, tg, teoretické m/z hodnoty [M-H] iontd, MW, elementarni slozeni

a produktové ionty

Teoretické Faze biotransformace ;
[mt?n] m/z hodnoty MW Elementarni sloZeni P?gg:l;t](/)zvy Vzorek Zkratka
[M-H]- ionta 1. faze 2. faze '
3.48 696.0728 697 Cy6Ho1FgN30O11S 2*S-oxidace, hydroxylace Glukuronidace  520; 358; 202 mog MOP.S0,.0CsH0¢
3.58 680.0779 681 CoeH21FgN3040S S-oxidace, hydroxylace Glukuronidace - moc¢ MOP.S0O.0CgHyO4
o Konjugace s ) "
4.24 649.0656 650 CosH,oFsN4O6S> S-oxidace, hydroxylace acetylcysteinem 347; 186 mo¢ MOP.S0O.SCsHgNO;
4.41 696.0728 697 Cy6Hy1FgN3011S 2*S-oxidace, hydroxylace Glukuronidace - mog MOP.S0O,.0CsHO¢
S-oxidace, hydrolyza nitrilové . 2
4.81 506.0615 507 CyoH15FsN30,S sk. 2 na amidovou sk. - 204 mo¢ MOP.SO.C“ONH,
. Konjugace s . . .
*G.
5.15 665.0605 666 CosH,oFsN,O;S, 2*S-oxidace, hydroxylace acetylcysteinem 638; 347; 186 mo¢, trus MOP.S0,.SCsHgNO;
2*S-oxidace, hydrolyza nitrilové i ) 2
5.96 522.0564 523 CyoH15FgN30O5S sk. 2 na amidovou sk. 204; 184 trus MOP.SO,.C°ONH,
2*S-oxidace, hydrolyza nitrilové 1
6.40 522.0564 523 CyoH15FsN30sS sk. 1 na amidovou sk. - 186 trus MOP.SO,.C"ONH,
Hydrolyza nitrilové sk. 2 i ) trus, ISE a WR homogenat, 2
6.51 490.0666 491 CyoH15FsN305S na amidovou sk. 204; 184 WR médium MOP.C“ONH,
6.66 520.0407 521 CyoH13FgN3O5S 2*S-oxidace, hydroxylace - 493; 202 mo¢, trus MOP.SO,.0OH
. . . mo¢, trus, ISE a WR
6.81 488.0509 489 CyoH13FsN305S S-oxidace - 186; 166; 146 homogenat, WR médium MOP.SO
6.90 520.0407 521 CyoH13FgN30sS 2*S-oxidace, hydroxylace - 493; 202; 182 mo¢, trus MOP.SO,.0H
703 490.0666 491  CooHisFeNsOsS Hydrolyza nitrilové sk. 1 : 186 ISE a WR homogenat MOP.CONH,
na amidovou sk.
7.81 504.0458 505 CyoH13FsN30,S 2*S-oxidace - 186; 166 mo¢, trus, WR homogenat MOP.SO,
8.43 472.0560 473 CyoH13FgN30,S parentni latka - 186 vSechny vzorky MOP
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Obrazek 7 Schéma biotransformace MOP u hostitele Ovis aries ve studii in vivo ([lllstanoveno v mo¢i, lllstanoveno v trusu, []stanoveno v moc¢i

I v trusu, [T]parentni latka)
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Obrizek 8 Schéma biotransformace MOP u parazita H. contortus prostiednictvim studie ex vivo ([llstanoveno
v homogenatu WR, [lstanoveno v homogenatu WR a ISE,[Istanoveno v homogenatu WR a ISE a v kultivaénim médiu
WR, []parentni latka)
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11 DISKUZE

Helmintézy v dnesni dobé predstavuji vyznamnou hrozbu, kterd je schopna napachat
vyrazné ekonomické skody. To je pfedevsim zplsobeno sniZzenim citlivosti na soucasné
pouzivané skupiny 1é¢iv a vyvojem multirezistentnich kment (Taylor et al. 2002).
Na bézné pouzivand Sirokospektrd anthelmintika ztad makrocyklickych laktond,
benzimidazolii a imidazothiazoll se stale ¢astéji vyskytuji rezistence, a proto je potieba
rozsifit farmakoterapii o dal$i i€¢inné a bezpecné latky s odliSnym mechanismem uc¢inku
(Kaminsky et al. 2008a).

Vhodnym kandiddtem je amino-acetonitrilovy derivat MOP, ktery vykazuje
vysokou ucinnost proti vSem gastrointestindlnim nematoddm, vcetné rezistentnich
kmenti (Kaminsky et al. 2008a), a nizkou toxicitu u hlodavci, ovci a hovéziho dobytka
(Kaminsky et al. 2008b). MOP je chiralni latka, ptfi¢emz anthelmintickou aktivitu
vykazuje pouze S-enantiomer (Ducray et al. 2008). Doporu¢ena davka u¢inna proti
vSem hlavnim gastrointestinalnim nematodam, vcetné kment rezistentnich
na benzimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklické laktony a kombinaci derquantelu
a abamektinu, je 2,5 mg/kg télesné hmotnosti (Bustamante et al. 2009, Hosking et al.
2010, Kaminsky et al. 2009, Kaminsky et al. 2011, Sager et al. 2009). V soucasné dob¢
se MOP prodava pod komerénim nazvem Zolvix" naptiklad ve Francii, Velké Britanii,
Australii, Novém Zélandu, Némecku, Svycarsku (Kaminsky a Rufener 2012).

Ackoli se MOP pouziva ve veterinarni praxi jiz nékolik let, nebyl dosud popsan
jeho metabolismus ani u cilovych zvitat in vivo (hlavn€ ovce), ani u nematod. Jedinym
diive nalezenym metabolitem MOP je MOP-sulfon, ktery je hlavnim MOP metabolitem
v plasmé ovci (Karadzovska et al. 2009, Kinsella et al. 2011). Proto bylo cilem nascho
projektu doplnit tyto informace studii metabolismu MOP u ovce in vivo a u H. contortus
ex Vvivo.

S timto cilem byla oveim podéna terapeutickd davka MOP a vzorky moci byly
sbirany po 8 hod a trus po 48 hod po podani MOP. Dosp¢lci H. contortus byli ziskani
ze slezu infikovanych ovci pomoci agarové metody (van Wyk et al. 1980) a inkubovany
ex vivo V kultivaénim médiu s MOP po 24 hod. Vzorky nematod byly piipraveny jejich
homogenizaci a pomoci SPE.

UHPLC-MS métfeni MOP a jeho metaboliti bylo provadéno v negativnim ESI

modu, protoze vykazuje vySsi senzitivitu pro studované metabolity. Napiiklad stanoveni

53



MOP.SO; Vv negativnim modu dosahovalo az tficetkrat a MOP vice nez dvakrat vyssi
intenzity nez v pozitivnim moédu. Pfi¢inou vySSi senzitivity v negativnim modu
je ptitomnost dvou bazickych skupin (amino a aryloxy skupina) a zadné kyselé skupiny.
Na zakladé této skuteCnosti se predpokladd vznik negativniho ndboje na bazickém
dusiku (Kinsella et al. 2011). ESI je jednou z mé&kkych ionizacnich technik a je
metodou volby pro poléarni i iontové slouceniny. Dalsi vyhodou oproti jinym metodam
pii stanovovani metabolitd je schopnost mékké ionizace produkti druhé faze
biotransformace (HolCapek et al. 2008). Pouzity hybridni analyzator micrOTOF-Q
je diky své vysoké piesnosti jednim z nejvice pouzivanych analyzatort pii identifikaci
produkti metabolismu (Hol¢apek et al. 2008, Petrovic a Barceld 2006).

Pii in vivo studii metabolismu MOP u ovce bylo identifikovano z prvni faze
biotransformace 5 metabolith v moéi a7 metabolitd v trusu. V prvni fazi
biotransformace xenobiotik Casto dochazi k zavadéni novych funkénich skupin
do struktury pomoci oxidace, redukce nebo hydrolyzy, ¢imz se zvysi polarita molekuly
a tim i jeji hydrofilita (Cvilink et al. 2009). V pfipad¢ molekuly MOP byla
zaznamenana S-oxidace, hydroxylace, hydrolyza nitrilové skupiny na amidovou
skupinu a jejich kombinace.

S-oxidace byla ptedpokladanou metabolickou reakci MOP, pii které vznika
nejprve MOP.SO, ktery déale podléha dal§i S-oxidaci za vzniku hlavniho produktu
biotransformace u ovci, MOP.SO,. Tento metabolit vykazuje témét stejnou
anthelmintickou aktivitu jako MOP (Karadzovska et al. 2009). MOP.SO; byl zminovan
uz ve vice studiich, které se naptiklad zabyvaly kvantifikaci MOP a MOP.SO; v mléku
a svalech (Kinsella et al. 2011), identifikaci metabolismu MOP v ovéich hepatocytech
pomoci studie in vitro (Stuchlikova et al. 2012) a farmakokinetikou MOP a MOP.SO,
U ovci po intravendznim a peroralnim podani (Karadzovska et al. 2009).

Hydroxylace molekuly MOP.SO, probéhla na aromatickém kruhu B, coz bylo
prokazano pritomnosti klicového fragmentu m/z 202 [M-H]’, mechanismem popsanym
napiiklad Di Gennaro et al. (2011). Hydroxylace aromatického kruhu B MOP byla
zjiSténa i ve studii in vitro (Stuchlikova et al. 2012). Timto zpisobem vznikly dvé
izomerni struktury MOP.SO, OH lisici se pozici hydroxylové skupiny, jejiz polohu neni
mozné rozliSit pomoci hmotnostni spektrometrie.

Enzymy znadrodiny CYP450 jsou hlavnimi enzymy, které by mohly
katalyzovat hydroxylaci aromatického kruhu a spole¢né s FMO byt odpovédné

I za S-oxidaci molekuly (Parkinson et al. 2001).
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Hydrolyza probiha na obou nitrilovych skupindch (1 i 2), coz bylo dokazano
na zékladé¢ stanoveni kliCovych fragmenti. Pro hydrolyzu nitrilové skupiny 1
je kli¢ovym fragmentem m/z 186 [M-H]’, zatimco pro hydrolyzu nitrilové skupiny 2
m/z 204 [M-H]". Pii in vivo studii byly celkem stanoveny Ctyii produkty hydrolyzy.
MOP.SO.CzoNHz byl nalezen pouze v moci a MOP.CZONHZ, MOP.SO,.C*ONH;,
MOP.S0,.C’*ONH, pouze V trusu. Enzymem katalyzujicim hydrolyzu nitrilovych
skupin by mohla byt nitrilhydrataza nebo v nékterych piipadech i nitrilaza (Fernandes
et al. 2006).

Pfi studii metabolismu MOP u H. contortus ex vivo byly identifikovany
metabolity v homogenatech citlivych (ISE) a multirezistentnich (WR) kmenti nematod
a v jejich kultiva¢nich médiich. U H. contortus byly detekovany 4 metabolity prvni faze
biotransformace  MOP (MOP.SO, MOP.SO,, MOP.C'ONH,, MOP.C*ONHj).
V homogendtu WR byly nalezeny vSechny 4 metabolity, znichz MOP.SO
a MOP.C?°ONH, se nachéazely i v kultivaénim médiu WR. V homogenatu ISE byly
stanoveny MOP.SO, MOP.C'ONH, a MOP.C’°ONH,. V kultivaénim médiu ISE
nebyly pfitomny zadné metabolity. VSechny identifikované metabolity v ex vivo studii
byly nalezeny i u ovce ve studii in vivo s vyjimkou MOP.C'ONH,, ktery byl stanoven
pouze v ISE a WR homogenatech.

U H.contortus v piipadé MOP nebyla pozorovana redukce karbonylové
skupiny, coZ by mohlo byt zpiisobeno stabilizaci této skupiny pfitomnosti peptidové
vazby a nitrilové skupiny (Stuchlikova et al. 2012). Redukce karbonylové skupiny je
jednou z castych biotransformacnich reakci nematod a byla zaznamenana
I u H. contortus pii metabolismu napiiklad flubendazolu (Cvilink et al. 2008). Redukce
karbonylové skupiny je obecné povazovana za deaktivacni cestu, kterou se organismus
brani toxickému ucinku reaktivnich aldehydd nebo ketont. Tento d& byl dokédzéan
v ptipadé redukce karbonylové skupiny mebendazolu, ktery nasledné nevykazoval
zadnou anthelmintickou aktivitu (Dayan 2003, Prieto et al. 1991).

Studie druhé faze metabolismu MOP u ovce in vivo prokazala pfitomnost
5MOP konjugatt ze skupiny glukuronidd a konjugati s acetylcysteinem.

Glukuronidace je hlavni reakce pfi biotransformaci xenobiotik u savch
s vyjimkou rodu kockovitych (Felidae sp.) (Tukey a Strassburg 2000). Touto reakci
vznikly MOP.SO.0C¢HgOg a dvé izomerni struktury MOP.SO,.0CgHgOg, kde stejné
jako v ptipadé MOP.SO,.0OH neni mozné ur¢it polohu substituentu pomoci hmotnostni

spektrometrie. Enzymem katalyzujicim tuto konjugac¢ni reakci (obrazek 2) je UGT a pro
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jeji prub¢h je nezbytnd pfitomnost kofaktoru UDP-GA. UDP-GA je endogenni
makroergni sloucenina, ktera vznika oxidaci UDP-glukézy za ptitomnosti oxidovaného
nikotinadenindinukleotidu (NAD") pomoci enzymu UDP-glukézadehydrogenazy
(Skalova a BouSova 2011). Glukuronidaci dojde k vyraznému zvySeni hydrofility
a ve vétsin¢ pripadt i ke snizeni toxicity a biologické aktivity molekuly. Z organismu
jsou vylucovany V zavislosti na své molekulové hmotnosti mo¢i nebo zluc¢i (Skalova
a Bousova 2011, Parkinson 2001).

Konjugace s glutathionem patii mezi nejvyznamnéj$i konjugaéni reakce.
V piipadé¢ helmintd se jednd o nejCastéji pozorovanou reakci zdruhé faze
biotransformace (Cvilink et al. 2009). Pro jeji prubéh je nezbytna pritomnost kofaktoru
GSH. Tento endogenni tripeptid se skladd z glutamatu, cysteinu a glycinu. Pribéh
reakce byva urychlovan prostfednictvim GST. Pfitomnost toho enzymu neni nezbytna,
jelikoz konjugace s GSH muiZze probihat i spontdnné, coz je nejspis umoznéno vysokou
intraceluldrni koncentraci GSH. Stejné& jako v ptipadé glukuronidace vykazuji konjugaty
s GSH vyssi rozpustnost ve vodé a nizsi toxicitu a biologickou aktivitu nez ptivodni
latka. Tyto konjugaty byvaji nej€astéji z organismu vylucovany zluci nebo jsou dale,
procesem hydrolyzy a naslednou N-acetylaci, pfeménovany na derivaty merkapturové
kyseliny (acetylcystein) (obrazek 3) a vylouceny moci (Skalova a BousSova 2011).
Timto zplsobem nejspi§ doSlo ke vzniku metaboliti MOP.SO.SCsHgNO;3
a MOP.S0,.SCsHgNOs.

Pii ex vivo studii metabolismu MOP u H. contortus nebyl nalezen zadny
metabolit druhé faze biotransformace.

Celkoveé bylo u ovce vmoci identifikovdno 10 metaboliti MOP a v trusu
8 metaboliti MOP. V homogenatu nematod WR byly nalezeny 4 metabolity MOP
vzniklé pii ex vivo studii, z nichz se 2 nachazely i v kultivaénim médiu. V homogenatu
nematod ISE byly nalezeny pouze 3 metabolity MOP a v kultiva¢nim médiu nebyl
detegovan zadny.

Produkty S-oxidace (MOP.SO a MOP.SO;) byly uz zminovany v nékolika
studiich (Karadzovska et al. 2009, Kinsella et al. 2011, Stuchlikova et al. 2012).
Identifikace metabolitt MOP.SO,.0H, MOP.S0,.0C¢HyOs a MOP.SO,.SCsHgNO3
byla stejn¢ jako v této studii popsana i v publikaci Stuchlikova et al. (2012), kde byly
dale stanoveny i dals§i metabolity (hydroxylovany monepantel, hydroxylovany
monepantel sulfon, glukuronid monepantel sulfon s hydroxylaci na aromatickém

kruhuB a sulfat monepantel sulfon), které vtéto studii nebyly nalezeny.
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MOP.SO.0CgHy9Os, MOP.SO.SCsHgNO3 a vSechny produkty hydrolyzy nitrilovych
skupin  (MOP.C'ONH,, MOP.C?*ONH,, MOP.SO.C?°ONH,, MOP.S0,.C'ONH,
a MOP.S0,.C?°ON H,) zatim nebyly popsany vV Zadné jiné studii.
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12 ZAVER

Pii in vivo studii metabolismu MOP u ovce bylo identifikovano celkem
10 metaboliti MOP vmoc¢i a 8 metabolitdi MOP vtrusu. Ztoho bylo
5 konjugati MOP (glukuronidt a konjugatt s acetylcysteinem).

Pfi ex vivo studii metabolismu MOP u H. contortus byly v homogenatu nematod
multiresistentniho kmene WR nalezeny 4 metabolity MOP, znichz
se 2 nachazely i v kultivacnim médiu. V homogenatu nematod citlivého kmene
ISE byly nalezeny pouze 3 metabolity MOP a v kultivaénim médiu nebyl
detegovan Zadny. U H. contortus nebyl nalezen Zadny metabolit druhé faze

biotransformace MOP.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkd bylo navrzeno schéma metabolismu MOP

u ovce a u H. contortus.

Sedm metabolitd MOP (MOP.S0O.0CgHq0Og, MOP.SO.SCsHgNO3
MOP.C'ONH,, MOP.C°ONH,, MOP.SO.C°ONH,;, MOP.S0,.C'ONH;
a MOP.S0,.C?*0ONH,) nebylo popsano V predeslych, jiz publikovanych, studiich.
Poprvé byla u MOP zaznamendna hydrolyza nitrilové skupiny na amidovou

skupinu jako reakce prvni faze biotransformace.
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13 SEZNAM ZKRATEK

AAD
ATP
BSA
CoA
CYP450
DMSO
DNA
EGTA

ESI
FMO
GABA
GSH
GST

H. contortus
HPLC
Hmg.
ISE

L; - Ls
LC/MS

MALDI
[M_H]-/+
micrOTOF-Q
MOP
MOP.C'ONH,

MOP.C?>ONH,

MOP.OH
MOP.SO

amino-acetonitrilové derivaty

adenosintrifosfat

hovézi sérovy albumin

koenzym A

cytochrom P450

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
ethylenglykol-bis(s-aminoethylether)-N, N, N’, N'-
tetraoctova kyselina

ionizace elektrosprejem

flavinovda monooxygenaza

y-aminomaselna kyselina

glutathion

glutathion-S-transferaza

Haemonchus contortus

vysokoucinna kapalinova chromatografie
homogenat nematod

Inbred susceptible Edinburgh

prvni az paté larvalni stadium

kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni
spektrometrii

ionizace desorpci laserem za ucasti matrice
de/protonovana molekula

kvadrupol-analyzator doby letu

monepantel

monepantel s hydrolyzovanou nitrilovou skupinou 1 na
amidovou skupinu

monepantel s hydrolyzovanou nitrilovou skupinou 2 na
amidovou skupinu

hydroxylovany monepantel

monepantel sulfoxid
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MOP.SO.C’ONH, monepantel sulfoxid s hydrolyzovanou nitrilovou

skupinou 2 na amidovou skupinu

MOP.SO.0CsHgyOp glukuronid monepantel sulfoxid
MOP.SO.SCsHgNO; acetylcystein monepantel sulfoxid

MOP.SO, monepantel sulfon

MOP.S0,.C'ONH, monepantel sulfon s hydrolyzovanou nitrilovou

skupinou 1 na amidovou skupinu
MOP.S0,.C?*ONH, monepantel sulfon s hydrolyzovanou nitrilovou

skupinou 2 na amidovou skupinu

MOP.S0O,.0CsHyO¢ glukuronid monepantel sulfon
MOP.SO,.0H hydroxylovany monepantel sulfon
MOP.SO,.SCsHgNO3 acetylcystein monepantel sulfon

Mr relativni molekulova hmotnost
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
MW molekulova hmotnost

m/z pomér hmoty a celkového naboje
NAD" oxidovany nikotinadenindinukleotid
NMR nuklearni magnetické rezonance
PBS pufrovany fyziologicky roztok
PPTS pyridinium p-toluensulfonat

PTFE polytetrafluorethylenovy filtr

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium
SE susceptible Edinburgh

Sk. skupina

SLB slepy biologicky vzorek

SLCH slepy chemicky vzorek

SIN pom¢r signalu a Sumu

SPE extrakce na pevnych fazich

t-BuOK terc-butoxid draselny

ts retencni ¢as

THF tetrahydrofuran

THP tetrahydropyran

UDP-GA UDP-glukuronova kyselina

UGT UDP-glukuronosyltransferaza
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UHPLC
UHPLC/MS

UHPLC/MS/MS

WR

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie spojena
S hmotnostni spektrometrii

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie spojena
s tandemovou hmotnostni spektrometrii

White river
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